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Naravne lipidne sisteme je zaradi njihove kompleksnosti, težavnosti izolacije ter morebitne 
neobstojnosti večinoma precej težko raziskovati in zato imajo natančno definirani modelni 
sistemi ključno vlogo pri razumevanju le-teh. Do sedaj so se za študije naravnih lipidnih kapljic 
(LK) večinoma uporabljale neobstojne in slabo okarakterizirane umetne lipidne strukture, kjer 
so dodatno težavo povzročale še slabo opisane tehnike za njihovo pripravo. Tako se je porodila 
ideja, da bi lahko lipidne nanoemulzije zaradi svoje zgradbe in lastnosti služile kot modelni 
lipidni sistem ne zgolj za študije naravnih LK, ampak tudi za namene raziskovanja bioloških 
membran ter njihovih interakcij s proteini. 
V naši študiji smo se osredotočili na pripravo in karakterizacijo umetnih LK oziroma lipidnih 
nanoemulzij LK, sestavljenih iz sfingomielina (SM), holesterola (Chol) in trioleoil glicerola 
(TOG), kjer se SM in Chol na površini urejata v lipidni monosloj, notranjost pa zapolnjuje 
TOG. O lastnostih umetnih lipidnih veziklov oziroma Langmuirjevega monosloja iz SM/Chol 
je veliko znanega, nanoemulzije LK v tej sestavi pa v literaturi še niso bile opisane, zato je naša 
raziskava pripomogla k boljšemu poznavanju lastnosti le-teh.  
Poleg karakterizacije LK predstavljajo pomemben del naše raziskovalne študije tudi njihove 
interakcije z izbranimi beljakovinskimi tvorci por, ki v membranah tvorijo transmembranske 
pore. Čeprav mehanizem nastanka le-teh še ni čisto pojasnjen, velja, da lahko poteka preko 
nastanka t.i. pre-por. Za namene naše študije smo tako izbrali od sfingomielina-odvisni citolizin 
ekvinatoksin II (EqTx II), od holesterola odvisna toksina perfringolizin O (PFO) in listeriolizin 
O ter bikomponentna tvorca por pleurotolizin B in ostreolizin A. S primerjalno študijo njihovih 
interakcij z nanoemulzijami LK in velikimi unilamelarnimi vezikli smo pokazali, da 
transmembranske pore v lipidnih monoslojih LK ne morejo nastati. Še več, kot prvi smo tudi 
uspešno vizualizirali različne stopnje nastanka pre-pore za primer PFO ter strukture (pre)por 
EqTx II.  
Dokazali smo, da dobro definirane umetne LK z natančno izdelanim protokolom priprave 
predstavljajo pomembo orodje na področju bioloških in bio(medicinskih) raziskav. Naša 
študija prav tako potrjuje, da je moč z interdisciplinarnim raziskovalnim pristopom in uporabo 

















Researching natural lipid systems is often challenging due to their complexity, possible 
instability and isolation difficulty. Well-defined model lipid systems, therefore, play a key role 
in their understanding. So far, unstable and not well-characterized artificial lipid structures 
prepared by poorly designed techniques have been used for studying natural lipid droplets 
(LDs). As nanoemulsions share many physico-chemical characteristics in common with natural 
LDs, our study was therefore stimulated by the idea that nanoemulsions of LDs might serve as 
a model lipid system for studying not only natural LDs, but also biological membranes and 
their interaction with lipid specific proteins.  
Our study focused on the preparation and characterization of artificial LDs named 
nanoemulsions of LDs, composed of a trioleoylglycerol (TOG) core coated with a 
sphingomyelin (SM) and cholesterol (Chol) monolayer. This lipid combination was chosen as 
nanoemulsions covered by combined SM and Chol have been poorly characterized in contrast 
to respective SM/Chol vesicles or Langmuir monolayers. As such, our study contributed to a 
better understanding of their properties.    
Besides LDs’ characterization, an important part of our research was also dedicated to studying 
their interaction with selected pore forming proteins that form transmembrane pores in 
membranes. Although the exact mechanism of transmembrane pore formation has not been 
precisely explained yet, it is assumed that pore formation is a multi-step process, involving the 
formation of structures called pre-pores. For the purpose of our study, sphingomyelin-
dependent cytolysin Equinatoxin II (EqTx II), cholesterol-dependent toxins Perfringolysin O 
(PFO) and Listeriolysin O, and a binary pore-forming protein complex Ostreolysin A 
(OlyA)/Pleurotolysin B (PlyB) were selected. Herein, we confirmed that transmembrane pores 
on the LDs monolayers could not be formed. Furthermore, different stages of PFO pre-pore 
formation were successfully visualized as well as the (pre)pore structures formed by EqTx II. 
Our study confirmed that well-defined artificial LD with a precisely designed preparation 
procedure might play an important role in the field of biological and bio(medical) research. 
Herein, a great advantage of interdisciplinary research approach using the fundamental 








Naravne lipidne kapljice (LK) veljajo za enega izmed najslabše raziskanih znotraj-celičnih 
organelov (Lundquist in sod., 2020). Šele pred kratkim so namreč odkrili, da te lipidne 
strukture v telesu ne služijo zgolj skladiščenju maščob, temveč imajo med drugim zelo 
pomembno vlogo tudi pri nekaterih obolenjih (Olzmann in Carvalho, 2019). Zaradi tega se to 
področje intenzivno razvija in nudi veliko možnosti uporabe temeljnih znanj tudi v 
(bio)medicini (Ben M’barek in sod., 2017; Liu in sod., 2015; Wang in sod., 2016).  
Zaradi strukturne podobnosti z Langmuirjevim lipidnim monoslojem smo predvidevali, da bi 
lahko umetne LK med drugim služile tudi kot modelni lipidni sistem za študij interakcij z 
beljakovinskimi tvorci por (PTP), za katere je znano, da na dvoslojnih lipidnih membranah 
tvorijo transmembranske pore (Peraro in van der Goot, 2015). Čeprav sam mehanizem 
nastanka le-teh še ni čisto pojasnjen, velja, da je to hiter večstopenjski proces, ki med drugim 
lahko poteka preko nastanka t.i. pre-pore, kar je značilno predvsem za od holesterola-odvisne 
citolizine (Dang in sod., 2005; van Pee in sod., n.d.; Vezočnik in sod., 2018). Predvidevali smo, 
da transmembranske pore v lipidnih monoslojih LK ne morejo nastati, saj je takšen proces 
kinetično in termodinamsko neugoden. Do sedaj so mehanizme in nastanek pre-por v glavnem 
študirali na Langmiurjevemu monosloju, ki pa zaradi interfaze med vodo in zrakom, ki v 
naravnih celičnih lipidnih sistemih ni prisotna, ni najboljši približek naravnim lipidnim 
sistemom (Ma in Allen, 2006; Nobre in sod., 2015; Vezočnik in sod., 2018). Ker sredico LK 
obdaja zgolj lipidni monosloj, se je porodila ideja, da bi lahko umetna LK služila tudi kot model 
za študij zunanjega sloja celične membrane, kar bi prav tako lahko omogočalo dobre študije 
interakcij lipidnih membran s PTP (Vezočnik in sod., 2018). 
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2. PREGLED OBJAV 
2.1. Naravne lipidne kapljice 
Naravne lipidne kapljice (LK) lahko najdemo v večini celic, a kljub zgodnjemu odkritju še 
danes veljajo za enega izmed slabše raziskanih znotraj-celičnih organelov (Ansari, 2013; Chi 
in sod., 2020; Farese in Walther, 2009, 2009; Henne in sod., 2018; Lundquist in sod., 2020). 
Zgrajene so iz maščobne sredice, ki jo pretežno sestavljajo trigliceridi in holesterolni estri 
(Slika 1). Njihovo sredico obdaja amfifilni fosfolipidni monosloj z vezanimi specifičnimi 
proteini (Olzmann in  Carvalho, 2019; Tauchi-Sato in sod., 2002; Thiam in sod., 2013; Thiam 
in Dugail, 2019; Vanni, 2017), katerega lahko gradi tudi sfingomielin (SM) (Deevska in 




Slika 1. Struktura naravne lipidne kapljice (LK). 
Maščobno sredico LK, ki jo pretežno sestavljajo trigliceridi in holesterolni estri, obdaja amfifilni fosfolipidni 
monosloj z vezanimi specifičnimi proteini. 
 
Čeprav je dolgo veljalo, da je njihova glavna naloga v telesu zgolj skladiščenje rezervnih 
triacilglicerolov ter nekaterih gradnikov lipidnih membran, kot so med drugim maščobne 
kisline, steroli in fosfolipidi, imajo naravne LK zelo pomembno vlogo tudi pri drugih celičnih 
funkcijah, kot so npr. β-oksidacija, membranska biogeneza, modifikacija proteinov, sinteza 
lipoproteinov in steroidov (Gao in sod., 2019; Henne, 2019; Kory in sod., 2016; Olzmann in 
Carvalho, 2019; Thiam in sod., 2013). V zadnjih letih so odkrili, da imajo lahko te lipidne 
strukture pomembno vlogo pri nekaterih metabolnih in rakavih obolenjih, zato se to področje 
intenzivno razvija in nudi veliko možnosti uporabe temeljnih znanj tudi v (bio)medicini (Cruz 
in sod., 2020; Dubey in sod., 2020; Greenberg in sod., 2011; Krahmer in sod., 2013; Onal in 
sod., 2017; Schulze in  McNiven, 2019; Thiam, 2018; Thiam in Beller, 2017; Tirinato in sod., 
2015; Walther in Farese, 2012).  
 
 
2.2. Modelni lipidni sistemi 
Ker naravne lipide strukture zaradi svoje kompleksnosti, težavnosti izolacije ter pogoste 
neobstojnosti predstavljajo velik izziv za raziskovanje, imajo natančno definirani modelni 
lipidni sistemi tako ključno vlogo pri razumevanju le-teh. Kljub svoji poenostavljeni zgradbi 
imajo zelo podobne lastnosti kot naravne lipidne strukture, kar omogoča dobre primerjalne 
študije tako samih naravnih struktur kot tudi celičnih procesov, v katerih sodelujejo (Chan in 
Boxer, 2007; Siontorou in sod., 2017).  
Nabor modelnih sistemov je širok, a le-ti niso bili pogosto uporabljeni za študij naravnih LK, 
ki jih glede na njihovo funkcijo lahko najdemo tako v nano- kot tudi v mikro-območju velikosti 
(Schulze in McNiven, 2019; Thiam in Beller, 2017; Ohsaki, 2014). Čeprav lahko strukturo LK 
 
V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
3 
 
poenostavljeno predstavimo kot tipično mikro- oziroma nanoemulzijo olja v vodi (o/v) (Thiam 
in sod., 2013), so v dosedanjih študijah večinoma uporabili slabo definirane in neobstojne 
umetne lipidne strukture mikro-velikosti (Ben M’barek in sod., 2017; Farese in Walther, 2016; 
Liu in sod., 2015; Wang in sod., 2016; Weidlich in sod., 2019). Te lipidne strukture tudi niso 
najbolj primerne za raziskovanje LK nano-velikosti, saj se fizikalno-kemijske lastnosti nano in 
mikro struktur precej razlikujejo (Anton in Vin amme, 2011). Potreba po razvoju natančno 
definiranega monoslojnega modelnega lipidnega sistema oziroma tako imenovane umetne LK 
je zato velika (Pu in sod., 2011).   
 
 
2.2.1. Lipidni rafti in modelne lipidne membrane iz sfingomielina in holesterola 
Biološke membrane so kompleksne celične strukture, ki varujejo notranjost celic. V glavnem 
so zgrajene iz večjega števila različnih membranskih lipidov, ki določajo membransko 
strukturo ter njene lastnosti (Cheng in Smith, 2019; Harayama in Riezman, 2018; van Meer in 
sod., 2008). Znotraj membrane lahko najdemo tudi področja s specifično lipidno sestavo, ki 
jim pravimo lipidne domene (Kenworthy, 2015). Ena izmed domen so tudi t.i. lipidni rafti, 
področja obogatena s fosfolipidi, holesterolom (Chol) in specifičnimi proteini, ki opravljajo 
vrsto pomembnih funkcij tako v arhitekturi membran kot tudi v ostalih celičnih procesih 
(Brown in London, 1998; Grassi in sod., 2020; Levental in sod., 2020; Ouweneel in sod., 2020; 
Sezgin in sod., 2017).  
Lipidni rafti predstavljajo v membrani področja z večjo urejenostjo (Levental in sod., 2020). 
Na urejenost membrane sicer vpliva več dejavnikov, med drugim membranska napetost, 
ukrivljenost ter oblika lipidne molekule (McMahon in Boucrot, 2015; Pinot in sod., 2018; Zeno 
in sod., 2018). Ker je lipidne rafte znotraj celične membrane izredno težko preučevati (Levental 
in sod., 2020; Yethiraj in  Weisshaar, 2007), se za preučevanje njihovih lastnosti in funkcij med 
drugim uporabljajo tudi različne SM/Chol modelne lipidne membrane (Ando in sod., 2015; 
Nahmad-Rohen in sod., 2020; Ota in sod., 2013; Rosetti in sod., 2017; Schlumberger in sod., 
2014; Skočaj in sod., 2014). Ta lipidna kombinacija v membranah je zanimiva tudi iz stališča 
potencialne uporabe v terapevtske namene (Lim in sod., 2021) in je med drugim tudi predmet 
preučevanj v boju proti SARS-CoV-2 (Covid-19) (Grassi in sod., 2020; Sviridov in sod., 
2020b, 2020a).    
Osnova za tvorbo lipidnih mikrodomen ter lipidnih raftov je prednostna interakcija med 
nabitim zwitterionskim sfingofosfolipidom SM s pozitivno ukrivljenostjo ter nevtralnim 
sterolom Chol z negativno ukrivljenostjo. SM sestavljata alkilna veriga sfingozina in dolg 
nasičen acilni ostanek, kar mu omogoča močno ter ugodno interakcijo in tesno pakiranje s Chol 
(Slika 2) (Bittman in sod., 1994; Ramstedt in Slotte, 2006; Slotte in Ramstedt, 2007). Na 
lastnosti SM/Chol lipidne membrane pomembno vplivata količini lipidov, ki sta soodvisni. 
Znano je, da se SM prednostno nahaja v zunanji membrani lipidnega dvosloja, medtem ko se 
Chol enakomerno porazdeli med oba dela membrane (Slotte, 2016, 1999). Medtem ko ima SM 
zaradi svojih strukturnih lastnosti zmanjšano sposobnost prehajanja med slojema membrane, 
pa Chol zlahka prehaja med njima, čemur pravimo flip/flop-difuzija (Bennett in sod., 2009; 
Thallmair in sod., 2018). Znano je tudi, da Chol povečuje urejenost lipidnih membran. O 
lastnostih (nano)emulzij, ki jih prekriva SM/Chol monosloj, pa je izredno malo znanega (Sitar 
in sod., 2017; Vezočnik in sod., 2018, 2015). 
 
 




















Slika 2. Strukturi sfingomielina (SM) in holesterola (Chol). 
SM s pozitivno ukrivljenostjo sestavljata alkilna veriga sfingozina in dolg nasičen acilni ostanek, kar mu omogoča 
močno ter ugodno interakcijo in tesno pakiranje z nevtralnim sterolom Chol z negativno ukrivljenostjo. 
 
2.2.2. Vpliv metil--ciklodekstrina na umetne lipidne membrane iz sfingomielina in 
holesterola 
Ciklodekstrini so ciklične spojine, v katerih se molekule glukoze  preko -1,4 glikozidnih vezi 
povezujejo v oligosaharidne obroče. V splošnem jih delimo v tri glavne skupine, in sicer na 
podlagi števila molekul glukoze, ki tvorijo ciklično spojino. -ciklodekstrine tako sestavlja 6 
molekul glukoze, -ciklodekstrine 7, strukturo -ciklodekstrinov pa tvori 8 molekul glukoze 
(Crini, 2014). Danes nudijo kemijsko modificirani ciklodekstrini širok spekter uporabe v 
različnih industrijskih panogah (dos Santos in sod., 2017; Ioele in sod., 2017; Lay in sod., 2016; 
Matencio in sod., 2020). Te ciklični oligosaharidi predstavljajo pomembno orodje tudi pri 
preučevanju lipidnih membran, saj njihova edinstvena struktura omogoča spreminjanje lipidne 
sestave tako v naravnih kot tudi v umetnih lipidnih sistemih. Na eni strani se lahko 
ciklodekstrini uporabljajo za ekstrakcijo lipidov, na drugi strani pa pripravljeni vključitveni 
kompleksi omogočajo dovajanje lipidov v membrane (Crini, 2014; Zidovetzki in Levitan, 
2007).  
Metil--ciklodekstrin (MCD) iz SM/Chol membran specifično ekstrahira zgolj Chol, saj 
interakcija med hidrofobno notranjostjo MCD in polarno glavo SM ni energijsko ugodna 
(Crini, 2014; Huang in  London, 2013; Jablin in sod., 2010; López in sod., 2013; Mahammad 
in  Parmryd, 2015; Zidovetzki in  Levitan, 2007) (Slika 3). Zelo malo je sicer znanega o vplivu 
MCD na SM/Chol (nano)emulzije, lahko pa ciklodekstrini tvorijo komplekse z maščobnimi 






















Slika 3. Nastanek dimernega kompleksa med holesterolom (Chol) in metil--ciklodekstrinom (Chol-MCD 
kompleks).  
Strukturi Chol (a) in metil--ciklodekstrina (MCD) (b) ter shema nastanka dimernega Chol-MCD kompleksa 
(d) z grafičnim prikazom, kako se molekula Chol (c) vgradi v molekulo MCD (e). 
 
2.2.3. Monoslojni modelni lipidni sistemi 
Na mejni površini voda/zrak se netopni amfifilni lipidi orientirajo tako, da je njihova polarna 
glava obrnjena proti vodni fazi, medtem ko so nepolarni repi v stiku z zrakom (Slika 4). Takšno 
lipidno ureditev imenujemo Langmuirjev lipidni monosloj oziroma film in že vrsto let služi kot 
model za študij lipidih monoslojev (Ambroggio in sod., 2005; In o in sod., 2015; Langmuir, 











Slika 4. Langmuirjev monosloj. 
Netopni amfifilni lipidi se na mejni površini voda/zrak orientirajo tako, da so lipidne glave obrnjene proti vodni 
fazi, medtem ko so nepolarni repi v stiku z zrakom.  
 
Ker pa mejna površina voda/zrak ni ravno značilna za naravne lipidne strukture, predstavljajo 
razne oljne (nano)emulzije najverjetneje precej boljši približek le-tem (Ben M’barek in sod., 
2017; Chen in sod., 2015; Liu in sod., 2015; Okur in sod., 2019; Sitar in sod., 2017; Thiam in 
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2.2.4. Veliki unilamelarni vezikli  
Veliki unilamelarni vezikli (LUV), zvrst liposomov, so umetno pripravljene sferične strukture. 
Obdaja jih lipidni dvosloj, v katerem je vsaka lipidna molekula sestavljena iz hidrofilnega 
(polarna glava) ter hidrofobnega dela (dva nepolarna repa). Ker so interakcije med vodo in 
hidrofobnimi repi energetsko neugodne, se v nastali lipidni strukturi hidrofoben del lipidnih 
molekul orientira tako, da ima čim manjši stik z vodo (Slika 5). Lipidni gradniki se tako 
formirajo v lipidni dvosloj zaradi hidrofobnega efekta.  
 
 
Slika 5. Zgradba liposomov.  
Membranski lipid (A), lipidni dvosloj (B) in liposom (C). 
 
Kljub navidezno preprosti zgradbi, imajo LUV zelo podobne lastnosti kot biološke membrane, 
zaradi česar se uporabljajo tako za študij naravnih lipidnih struktur kot tudi celičnih procesov 
(Akbarzadeh in sod., 2013; Bangham in sod., 1974; Duzgunes, 2003; Faroux in sod., 2020; 
Pinheiro in sod., 2019; Stulz in sod., 2020).  
V farmaciji se liposomi uporabljajo kot na lipidih-osnovani dostavni sistemi učinkovin. Služijo 
lahko za transport tako hidrofilnih kot tudi hidrofobnih učinkovin in v primerjavi s klasičnimi 
oblikami omogočajo ciljano dostavo ter bolj kontrolirano sproščanje učinkovin (Fan in sod., 
2021; Ioele in sod., 2017; Li in sod., 2019; Wang in sod., 2019).   
 
 
2.3. Umetne lipidne kapljice  
Umetne LK so disperzije oljnih kapljic nano-velikosti v vodi (Vezočnik in sod., 2015, 
Vezočnik, 2018), za pripravo katerih se uporabljajo zgolj naravne lipidne komponente. So 
metastabilni lipidni sistem s sferično obliko in imajo glede na znano literaturo podobno zgradbo 
in lastnosti kot naravne LK (Okur in sod., 2019; Thiam in sod., 2013). Zaradi tega bi lahko 
služile tudi kot modelni lipidni sistem za študij monoslojnih bioloških membran, lipoproteinov 
ter potencialno tudi kot na lipidih-osnovani dostavni sistem učinkovin. V farmaciji so sicer na 
lipidih-osnovani dostavni sistemi in mikro- oziroma nanoemulzije v uporabi že precej časa 
(Hörmann in Zimmer, 2016; Majd in sod., 2010), vendar v literaturi podobni lipidni sistem še 
nikoli ni bil natančno popisan in okarakteriziran za namen študija bioloških membran (Chen in 
sod., 2015; Delmas in sod., 2013).  
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2.3.1. Lipidne nanoemulzije 
Lipidne nanoemulzije so disperzije olja v vodi (o/w) ali vode v olju (w/o) z velikostjo kapljic 
med 30 in 500 nm (Gupta, 2020). Njihova barva je odvisna od velikosti; bele nanoemulzije so 
večje kot 100 nm, opalescentne so velike med 70 in 100 nm, transparentne nanoemulzije pa 
merijo manj kot 70 nm (Gupta in sod., 2016; Nakabayashi in sod., 2011). Čeprav so 
nanoemulzije termodinamsko nestabilne in tako podvržene agregaciji, koalescenci in 
Ostwaldovemu zorenju, so zaradi svoje majhne velikosti pri ustrezni izbiri površinsko aktivnih 
snovi (PAS), optimalni sestavi ter metodi priprave lahko kinetično stabilizirane, pri čemer 
morebitno redčenje ne vpliva na njihovo velikost (Gupta, 2020). Na drugi strani pa lahko imajo 
spremembe temperature in pH velik vpliv na njihovo stabilnost. Čeprav zaradi hidrofobnega 
efekta PAS prednostno obdajo oljno fazo, nanoemulzije ne nastanejo spontano in je za njihov 
nastanek potrebno v sistem dovesti energijo (Alliod in sod., 2018; Jasmina in sod., 2017; 
Kumar in sod., 2019).  
Nanoemulzije so lahko tudi eden izmed na lipidih-osnovanih dostavnih sistemov učinkovin in 
v primerjavi s klasičnimi dostavnimi oblikami predstavljajo izboljšano dostavo v vodi slabo 
topnih učinkovin. So obstojnejše ter bolj biokompatibilne kot mikro(emulzije), poleg tega pa 
za njihovo pripravo potrebujemo zgolj 5-10 % PAS (Sutradhar in  Amin, 2013). V farmacevtski 
in kozmetični industriji nudijo širok spekter uporabe (Barkat in sod., 2020, 2020; Bonferoni in 
sod., 2019; Chevalier in  Bolzinger, 2019; Chiari-Andréo in sod., 2019; Rosso in sod., 2020; 
Sánchez-López in sod., 2019), za kompleksnejšo uporabo pa so na voljo tudi večplastne 
nanoemulzije (Sheth in sod., 2020).   
 
2.4. Proteinski tvorci por 
Proteinski tvorci por (PTP; angl. pore forming proteins) so edinstvena skupina proteinov, ki v 
lipidnih membranah tvori transmembranske pore. Najdemo jih v različnih organizmih, katerim 
PTP služijo za namene napada, obrambe, redkeje pa tudi za izmenjavo snovi med zunanjostjo 
in notranjostjo celice (Cancino-Rodezno in sod., 2009; Peraro in van der Goot, 2015). Kljub 
številnim opisanim proteinskim družinam znotraj PTP lahko glede na strukturo 
transmembranske pore PTP v grobem razdelimo na a-tvorce por (-PTP), ki v membrani 
tvorijo -vijačnice ter -tvorce por (-PTP), ki membrano prečkajo s tvorbo -struktur (Peraro 
in van der Goot, 2015).  
Z biološkega vidika so PTP še posebej zanimivi za preučevanje, ker je takšen način poškodbe 
membrane s strani različnih PTP zaznan pri več težkih bolezenskih stanjih (Bischofberger in 
sod., 2012; Infield in sod., 2016; Liu in  Lieberman, 2020; Los in sod., 2013; Oliveira in sod., 
2018; Ruan in sod., 2016; Yoshiike in sod., 2007), hkrati pa se tudi nakazuje možnost njihove 
uporabe v terapevtske namene (Gurnev in  Nestorovich, 2014; Ivankov in sod., 2020; Majd in 
sod., 2010; Panchal in sod., 2002; Surguchov in sod., 2017; Wei in sod., 2016). Velik potencial 
njihove uporabe v boju proti škodljivcem se prav tako kaže v kmetijstvu (Novak in sod., 2020; 
Panevska in sod., 2019).  
Ker sredico LK obdaja zgolj lipidni monosloj, se je porodila ideja, da bi lahko umetna LK 
služila tudi kot model za študij zunanjega sloja celične membrane, kar bi prav tako lahko 
omogočalo študije interakcij lipidnih membran s PTP, seveda ob predpostavki, da so lastnosti 
lipidnega monosloja umetnih LK ter zunanje lipidne membrane LUV zaradi primerljive 
velikosti in sestave najverjetneje podobne (Vezočnik in sod., 2018).  
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2.4.1. Mehanizem tvorbe transmembranske pore  
Čeprav natančen mehanizem nastanka transmembranskih por še ni čisto pojasnjen, velja, da je 
nastanek pore več stopenjski proces (Slika 6), ki med drugim lahko poteka preko nastanka t.i. 
pre-pore, kar je značilno predvsem za od holesterola-odvisne citolizine (CDC; angl. 
cholesterol-dependant cytolysins) (Morton in sod., 2019; Peraro in  van der Goot, 2015). V 
vodi topni protomeri se preko določenih aminokislinskih ostankov vežejo na vrhnji, polarni del 
membrane in oligomerizirajo, pri čemer se lahko tudi konformacijsko spremenijo. Tako na 
površini nastane pre-pora, ki se nato vgradi v membrano in s tvorbo -vijačnic oziroma -
struktur prečka membrano ter tvori transmembransko poro (Anderluh in  Lakey, 2008; Peraro 
in van der Goot, 2015). Tak proces je izredno hiter, zato je posamezne strukture pred nastankom 
transmembranske pore na lipidnem dvosloju zelo težko raziskovati (Rojko in  Anderluh, 2015). 
Poleg klasične sferične oblike pre-pore in pore lahko nekateri tvorci por tvorijo tudi t.i. lokaste, 
toroidne in cilindrične strukture (Bleicken in sod., 2018; Gilbert, 2016; Prieto in sod., 2014; 










Slika 6. Shema mehanizma nastanka transmembranske pore za primer perfringolizina O (PFO).   
Povzeto po Peraro in van der Goot, 2015. 
 
2.4.2. Od sfingomielina- in holesterola-odvisni citolizini  
Ker nekateri PTP prepoznajo specifično lipidno tarčo v membrani, se lahko uporabljajo tudi 
kot selektivni označevalci lipidih membran. To lastnost lahko s pridom izkoristimo pri 
preučevanju lipidih raftov, saj le peščica proteinov prepozna kombinacijo SM/Chol v 
membrani (Endapally in sod., 2019; Endapally in Radhakrishnan, 2017; Frangež in sod., 2017; 
Ota in sod., 2013; Skočaj in sod., 2014). 
Za namene naše študije (Preglednica 1) smo izbrali od sfingomielina-odvisni citolizin 
ekvinatoksin II (EqTx II) (Rojko in sod.,  2013), od holesterola-odvisna toksina perfringolizin 
O (PFO) (Lin in sod., 2015) in listeriolizin O (LLO) (Vadia in sod., 2011) ter bikomponentna 
tvorca por pleurotolizin (PlyB) ter ostreolizin A (OlyA) (Ota in sod., 2013; Schlumberger in 
sod., 2014). Znano je, da naši izbrani proteini na dvoslojnih lipidnih membranah tvorijo 
transmembranske pore. EqTx II se veže na SM in tvori α-strukturni tip pore (Rojko in sod., 
2016), PFO (Johnson in sod., 2017; Lukoyanova in sod., 2015; Savinov in  Heuck, 2017) in 
LLO (Mulvihill in sod., 2015; Plaza-GA in sod., 2019; Ruan in sod., 2016) pa se vežeta na 
Chol in tvorita β-strukturirano poro. Sam OlyA se le šibko veže na zmes SM/Chol (Endapally 
in sod., 2019; Johnson in sod., 2019), skupaj s PlyB pa tvori poro z β-strukturo (Ota in sod., 
2013). OlyA/PlyB sta znana tudi kot selektivna označevalca za lipidne rafte (Endapally in  











V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
9 
 









Ekvinatoksin II SM 2 20 (Rojko in sod., 2016) 
Listeriolizin Chol 30 58 (Ruan in sod., 2016) 




(Ota in sod., 2013) 
Pleurotolizin B 59 
 
 
2.5. Študij interakcij med lipidi in proteinskimi tvorci por 
Natančnejše preučevanje interakcij med lipidnimi membranami ter PTP je zahtevno. Prvo oviro 
predstavlja majhna velikost struktur (Peraro in van der Goot, 2015), nadalje pa prav tako 
otežuje študije velika hitrost samega procesa interakcij, ki je praviloma reda nano sekund 
(Kirsch in Böckmann, 2016). Poleg morebitne neobstojnosti vzorcev pa se lahko zgodi, da 
posamezna tehnika zaradi specifičnih lastnosti bodisi lipidne strukture bodisi PTP preprosto ni 
primerna za preučevanje izbranih vzorcev (Zhao in Lappalainen, 2012).  
 
2.5.1. Mikroskopske tehnike  
Za vizualizacijo struktur v trenutnem stanju se uporabljajo različne mikroskopske tehnike. 
Daleč največjo ločljivost ter tudi možnost določitve tri dimenzionalnih (3D) struktur omogoča 
kriogena elektronska mikroskopija (cryo-EM, angl. cryogenic electron microscopy) (Hebert, 
2019; Iacovache in sod., 2016, 2010; Yip in sod., 2020). Poznamo tudi transmisijsko 
elektronsko mikroskopijo (TEM, angl. transmission electron microscopy), vrstično 
elektronsko mikroskopijo (SEM, angl. scanning electron microscopy), optično mikroskopijo v 
bližnjem polju (NSOM, angl. near-field scanning optical microscopy) in stohastično 
rekonstrukcijsko mikroskopijo (SRM, angl. stochastic reconstruction microscopy) (Cohen in 
sod., 2018; Khor in sod., 2014; Vezočnik in sod., 2018; Ye in sod., 2018; Yong in sod., 2018; 
Zhao in Lappalainen, 2012). Za preiskovanje površin se uporablja vrstična tunelska 
mikroskopija (STM; angl. scanning tunneling microscopy), med katero spada mikroskopija na 
atomsko silo (AFM; angl. atomic force microscopy) (Aybeke in sod., 2017; Hansma in sod., 
1988; Ho in sod., 2021). Med mikroskopske tehnike uvrščamo tudi fluorescenčni tehniki 
mikroskopijo s stimulirano emisijo (STED, angl. stimulated emission depletion microscopy) in 
mikroskopijo s Försterjevim resonančnim prenosom energije (FRET, angl. fluorescence 
resonance energy transfer) (Fernin es in sod., 2015; Mueller in sod., 2013). 
 
2.5.2. Spektroskopske tehnike 
Večina spektroskopskih tehnik omogoča preučevanje fizikalno-kemijskih lastnosti snovi. Tako 
lahko preko študij interakcij med lipidnimi membranami in PTP dobimo informacije o vezavi 
PTP ter strukturi in sestavi membrane. Po navadi je posamezna spektroskopska tehnika 
omejena zgolj na raziskovanje specifične lastnosti. Raziskovanje fluidnosti membrane s 
spinskimi označevalci omogoča elektronska paramagnetna resonanca (EPR, angl. electronic 
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paramagnetic resonance) (Marsh, 2010; Páli in  Kóta, 2013; Song in sod., 2017). Z nuklearno 
magnetno resonanco (NMR, angl. nuclear magnetic resonance), masno spektroskopijo (MS, 
angl. mass spectroscopy), Ramanovo spektroskopijo, Fourier-jevo transformirano infrardečo 
spektroskopijo (FTIR, angl. Fourier-transform infrared spectroscopy) in cirkularnim 
dikroizmom (CD, angl. circular dichroism) je strukturne lastnosti in interakcije moč preučevati 
na podlagi funkcionalnih skupin prisotnih v vzorcu (Czamara in sod., 2015; Gupta in sod., 
2018; Matsuo in Gekko, 2019; Oleszko in sod., 2015; Opella in  Marassi, 2017; Patrick in sod., 
2018). Rentgenska kristalografija (XRC, angl. X-ray crystallography) in metoda sipanja 
rentgenskih žarkov pod malim kotom (SAXS, angl. small angle x-ray scattering) omogočata 
določitev kristalne strukture (Cartailler in Luecke, 2003; Nicolini in sod., 2006). 
Za tehnike fluorescenčne spektroskopije je potrebno vzorce označiti s fluorescenčnimi 
označevalci, kar omogoča preučevanje specifičnih mest v membrani. V to skupino spadajo 
fluorescenčna anizotropija, fluorescenčna korelacijska spektroskopija (FCS, angl. fluorescence 
correlation spectroscopy), več fotonsko vzbujanje in atomska fluorescenčna spektroskopija 
(AFS, angl. atomic fluorescence spectroscopy) (Betaneli in Schwille, 2013; Fam in sod., 2018; 
García-Sáez in Schwille, 2008; Klymchenko in Kreder, 2014; Saito in sod., 1995). Med 
fluorescenčne tehnike uvrščamo tudi FRET in STED. 
Študije lastnosti in interakcij med lipidnimi membranami in PTP omogočata tudi tehniki 
nelinearne spektroskopije. S spektroskopijo harmoničnega sipanja drugega reda (SHS, angl. 
second harmonic scattering) je mogoče raziskovati interakcije preko spremembe površinskega 
potenciala, medtem ko spektroskopija z uporabo zvočne frekvence (SFG, angl. sum frequency 
generation spectroscopy) poleg preučevanja interakcij omogoča tudi preučevanje orientacije 
polarnih glav na površini lipidnih veziklov (de Beer in Roke, 2010; Gonella in Dai, 2014; 
Hosseinpour in sod., 2020; Kulik in sod., 2020; Mirheydari in sod., 2018; Okur in sod., 2019; 
Smolentsev in sod., 2017; Wilhelm in Dai, 2020).   
Za študij interakcij se pogosto uporabljata še površinska plazmonska resonanca (SPR, angl. 
surface plasmon resonance) in biointerferometrija (BLI, angl. Bio-layer interferometry) 
(Šakanovič in sod., 2019; Vezočnik in sod., 2018, 2017; Wallner in sod., 2017). 
 
2.5.3. Analitske tehnike 
Analitske tehnike omogočajo kvantitativno analizo interakcij med PTP in lipidnimi 
membranami. Praviloma služijo zgolj za proces ločbe in so sklopljene z eno- ali več-
detektorskim sistemom. Kot detektorski sistem se najpogosteje uporabljajo detektor na lomni 
količnik (dRI, angl. differential refractive index), fluorescenčni detektor, detektor, ki meri 
sipano svetlobo pri več kotih (MALS, angl. multi angle light scattering), detektor, ki meri 
dinamično sipanje svetlobe (DLS, angl. dynamic light scattering ali QELS, angl. quasi elastic 
light scattering), in detektor, ki meri absorbanco analita (UV, angl. ultra-violet) (Edwards in 
sod., 2020; Gupta in sod., 2018; Iavicoli in sod., 2015; Leeman in sod., 2018; Vezočnik in sod., 
2015).  
Od kromatografskih tehnik omogočajo zaradi odsotnosti stacionarne faze dobre študije 
nekatere tehnike ločevanja vzorcev s pretočnim sistemom z uporabo zunanjega polja (FFF, 
angl. field-flow fractionation) (Zhang in sod., 2018). V to skupino spadata pretočni sistem z 
asimetričnim prečnim pretokom (AF4, angl. asymetric flow field-flow fractionation) ter 
pretočni sistem z asimetričnim radialnim prečnim pretokom v votlem vlaknu (HF5, angl. 
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hollow fiber flow field-flow fractionation) (Fukuda in sod., 2014; Iavicoli in sod., 2015; Marassi 
in sod., 2019; Marioli in  Kok, 2019; Parot in sod., 2020). Za študije se uporablja tudi velikostna 
izključitvena kromatografija (SEC, angl. size exclusion chromatography) sklopljena z MALS 
(Tanaka in sod., 2015). Za preučevanje interakcij in karakterizacijo je prav tako na razpolago 
analitsko ultracentrifugiranje (AUC, angl. analytical ultracentrifugation) (Byron in sod., 2018; 
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3. NAMEN DELA IN HIPOTEZE 
 
Osnovna namena naloge sta predstaviti nanoemulzije LK kot možen modelni lipidni sistem ter 
raziskati razlike med SM/Chol lipidnim monoslojem in dvoslojem.  
Predvidevali smo, da: 
• je mogoče pripraviti stabilne LK, ki jih prekrivata SM in Chol v podobnem molskem 
razmerju, t.j. do ~1:1, kot v t.i. membranskih lipidnih raftih, 
• da so nanoemulzije LK lahko uporabni modelni lipidni sistem za študij interakcij med 
lipidnim monoslojem in beljakovinskimi tvorci por, 
• da sta domenski zgradbi SM/Chol na površini lipidnega monosloja pri nanoemulzijah LK 
in dvosloja pri LUV podobni in bosta zato vezali izbrane tvorce por, vendar pričakujemo 
razlike v njihovi vezavi zaradi nezmožnosti tvorbe transmembranskih por na monosloju 
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4. MATERIAL IN METODE 
4.1. Material 
 
Preglednica 2. Seznam uporabljenih kemikalij v študiji. 
KEMIKALIJE PROIZVAJALEC 
Natrijev klorid, kloroform, metanol, natrijev hidroksid, 
acetonitril, izopropanol, amonijev acetat, klorovodikova 
kislina, 2-amino-2-(hidroksimetil)-propan-1,3-diol hidroklorid 
(TRIS.HCl), 2-amino-2-(hidroksimetil) -propan-1,3-diol 
(TRIS), etanol, natrijev acetat, piridin, 
etilendiaminotetraocetna kislina (EDTA) 
Merck, Nemčija 
 
Natrijev dodecilsulfat (SDS)  Witec AG, Švica 
Goveji serumski albumin (BSA), metil--ciklodekstrin 




Preglednica 3. Seznam uporabljenih lipidov v študiji.  
LIPIDI PROIZVAJALEC 
Holesterol (Chol), sfingomielin (SM), 1,2-dimiristoil-sn-
glicero-3-fosfatidna kislina (DMPA) 
Avanti Polar Lipids, ZDA  
Trioleoil glicerol (TOG) Sigma-Aldrich, ZDA 
 
 
Preglednica 4. Seznam uporabljenih kompletov encimskih testov v študiji.  
KOMPLETI ENCIMSKIH TESTOV PROIZVAJALEC 
Cholesterol C LabAssay™, Phospholipid LabAssay™, 
Triglyceride LabAssay™ 
Wako Chemicals, Nemčija 
 
 
Preglednica 5. Seznam uporabljenih proteinskih tvorcev por v študiji.  
PROTEINSKI TVORCI POR OPIS 
Ostreolizin A (Oly A) Pripravljen po postopku (Skočaj in sod., 2014) 
Pleurotolizin B (Ply B) Pripravljen po postopku (Ota in sod., 2013) 
Listeriolizin O (LLO) Pripravljen po postopku (Bavdek in sod., 2012) 
Perfringolizin O (PFO) Pripravljen po postopku (Rezelj in sod., 2018) 
Ekvinatoksin II (EqTx II) Pripravljen po postopku  (Hong in sod., 2002) 
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4.2. Raztopine  
Puferske raztopine smo pripravili v deionizirani vodi (Milli-Q) v konstantnem temperaturnem 
območju med 20 in 23 °C ter volumne do 50 mL filtrirali skozi 0,1 µm Millex filtre (Merck 
Millipore, ZDA), večje volumne pa skozi 0,22 µm filtre (Merck Millipore, ZDA). Pred 
filtracijo smo vse filtre sprali z najmanj 10 mL puferske raztopine in jo zavrgli, saj so Millex 
filtri navlaženi s posebnimi geli (Hayashi in sod., 2014). 
Lipidne vzorce smo vedno pripravili v isti puferski raztopini kot smo jo uporabili za posamezno 
tehniko. Lipidni vzorci so bili uporabljeni za eksperimente največ pet dni od dneva priprave, z 
izjemo študije stabilnosti.   
 
• Raztopine za poskuse s sipanjem svetlobe, pretočnim sistemom z asimetričnim prečnim 
pretokom, elektronsko paramagnetno resonanco, mikroskopijo na atomsko silo, kriogeno 
mikroskopijo in transmisijsko elektronsko mikroskopijo: 
 
Pufer za vezikle   20 mM TRIS.HCl 
140 mM NaCl 
1 mM EDTA 
pH = 7,4 
 
• Raztopine za študijo stabilnosti vzorcev lipidnih kapljic z dinamičnim sipanjem svetlobe: 
 




























20 mM TRIS.HCl 
1 mM EDTA 
pH = 7,4 
 
20 mM TRIS.HCl 
140 mM NaCl 
pH = 7,4 
 
20 mM TRIS.HCl 
70 mM NaCl 
1 mM EDTA 
pH = 7,4 
 
20 mM TRIS.HCl 
280 mM NaCl 
1 mM EDTA 
pH = 7,4 
 
20 mM TRIS.HCl 
140 mM NaCl 
1 mM EDTA 
pH = 7,0 
 
20 mM TRIS.HCl 
140 mM NaCl 
1 mM EDTA 
pH = 7,8 
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Puferska raztopina 7 20 mM TRIS.HCl 
140 mM NaCl 
1 mM EDTA 
pH = 8,2 
 





10,75 M NaOH 
 






• Raztopine za poskuse s površinsko plazmonsko resonanco: 
 
Raztopini za regeneracijo  
  
 
Raztopina za blokiranje prostih mest  
40 mM OG 
70% EtOH 
 
0,1 mg/mL BSA 
 
Pufer za vezikle (po potrebi odzračen)  
 
20 mM TRIS.HCl 
140 mM NaCl 
1 mM EDTA 
pH = 7,4 
 
• Raztopine za poskuse merjenje zeta potenciala: 
 
Pufer za vezikle   5 mM TRIS.HCl 
0,25 mM EDTA 
pH = 7,4 
 
• Raztopine za poskuse z Langmuirjevo tehtnico: 
 
Mešanica organskih topil    CHCl3/MeOH = 20/1 (v/v) 
 
Pufer za vezikle   20 mM TRIS.HCl 
140 mM NaCl 
1 mM EDTA 
pH = 7,4 
 
• Raztopine za poskuse z nelinearno spektroskopijo harmoničnega sipanja drugega reda: 
 




Pufer za vezikle 
15 μM natrijev acetat 
105 μM NaCl 
pH = 4,4 
 
20 μM TRIS.HCl/TRIS 
100 μM NaCl 
pH = 7,4 
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• Raztopine za poskuse s tekočinsko kromatografijo ultra visoke ločljivosti sklopljeno z 
masno spektrometrijo: 
 
Topilo za lipide 
 
Mobilni fazi 
Acetonitril/izopropanol = 50/50 (v/v) 
 
Acetonitril/voda = 40/60 (v/v) 
10 mM amonijev acetat 
 
Acetonitril/izopropanol = 10/90 (v/v) 
10 mM amonijev acetat 
 
• Raztopine za ekstrakcijo lipidov po Bligh & Dyer-jevi metodi: 
 












4.3. Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 6. Seznam uporabljene laboratorijske opreme v študiji.  
LABORATORIJSKA OPREMA PROIZVAJALEC 
Centrifuga Sigma 3-30KS Sigma Centrifuges, Nemčija 
Magnetno mešalo MM540 Tehtnica, Slovenija 
Centrifuga Centric 322A Tehtnica, Slovenija 
Tehtnica AE163 Mettler, Nemčija 
Centrifuga Eppendorf 5418 Eppendorf, Nemčija 
Mikročitalec Dynex MRX Dynex technologies, Nemčija 
Sonikator Sonics Vibra-cell VCX 750 Sonics and Meterials, ZDA 
Rotavapor R-134, V700 Büchi, Švica 
Langmuirjeva tehtnica MicroTroughXS Kibron, FInska  
Vodna kopel B-480 Büchi, Švica 
pH-meter Mettler Toledo Seven multi Mettler Toledo, Nemčija 
Extruder Avestin Lipid Extrudor Avestin, Kanada 
Mini extruder Avanti Polar Lipids, ZDA 
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Membrane za ekstruzijo Avestin, Kanada 
AF4 Wyatt, ZDA in Nemčija 
Centrifuga Centric 322A, Tehtnica, Slovenija  
FEI Falcon CCD kamera Falcon, ZDA 
Zetasizer Nano ZS Malvern Panalytical, Velika Britanija 
Philips CM 100 elektronski mikroskop FEI, Nizozemska 
3DLS LS Instruments GmbH, Švica 
SHS Laboratory for BioPhotonics, EPFL, Švica 
Biacore T100 GE Healthcare, Švedska 
Biacore X100 GE Healthcare, Švedska 
Biacore X GE Healthcare, Švedska 
Senzorski čip L1 GE Healthcare, Švedska 
UPLC  Waters Corp, Milford, ZDA 
Masni spektrometer Q-Tof Premier Waters-Micromass, Velika Britanija 
Kolona Ascentis® Express HPLC C18 Supelco Inc, Bellefonte, ZDA 
Tecnai F20 elektronski mikroskop FEI, Nizozemska 
Nanoscope Illa-MultiMode  Digital Instruments, ZDA 
Horiba Jobin Yvon LabRAM HR800 Horiba Scientific, ZDA 
Olympus BXFM Olympus Corporation, Japonska 
Elexsyse 500  Bruker, Nemčija 
NMR cevke Sigma-Aldrich, Nemčija 
DTS1070 kivete Malvern Panalytical, Velika Britanija 
ZEN0040 kivete Malvern Panalytical, Velika Britanija 
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4.4. Metode  
 
4.4.1. Priprava lipidnih vzorcev 
Za pripravo vzorcev smo uporabili komercialne lipide, katere smo pred tehtanjem termostatirali 
30 min pri sobni temperaturi. TOG in Chol smo raztopili v CHCl3, medtem ko smo za SM 
uporabili mešanico MeOH/CHCl3 = 20/1 (v/v). Raztopine lipidov smo pripravljali vedno 
sproti, ker smo opazili, da se SM adsorbira na stene steklene viale. Nadaljevanje postopka 
priprave lipidnih suspenzij in (nano)emulzij je podrobneje opisano v poglavju 5.1.1, saj smo 
za njihovo pripravo sami razvili modificirano metodo izmenjave topila (Vezočnik in sod., 
2018).  
Iz suspenzije MLV s koncentracijo 5 mg/mL smo pripravili LUV in SUV. MLV niso bili nikoli 
hranjeni v hladilniku ali zamrzovalniku, ker smo opazili kristalizacijo Chol. LUV smo 
pripravili z ekstruzijo skozi polikarbonatne membrane s premerom por 100 nm (Avanti Polar 
Lipids, ZDA) pri 54 °C, medtem ko smo za pripravo SUV lipidno suspenzijo sonicirali 15 min 
pri amplitudi 37 % in temperaturi 54 ± 1 °C. Podrobneje je priprava lipidnih veziklov opisana 
v Vezočnik in sod. (2018).  
 
4.4.2. Fujiwarova reakcija 
Vsebnost kloroforma v vzorcih LK smo preverili z Fujiwarovo reakcijo (Reith in sod., 1974). 
V stekleno epruveti smo prenesli 1 mL vzorca LK in dodali 5 mL piridina ter 5 mL 10,75 M 
NaOH. Epruveto smo nato intenzivno stresali nekaj sekund in jo postavili v vrelo vodo za 5 
min. Opazovali smo spremembo barve v zgornji piridinski fazi. V kolikor se namreč piridin 
obarva rdeče ali v kakršenkoli odtenek rdeče do vijolične, je to znak, da je kloroform prisoten 
v vzorcu. Barvo raztopine smo zabeležiti takoj po segrevanju, saj s časom le-ta bledi in se 
spreminja. Temnejše kot je obarvanje, več kloroforma je prisotnega. Sam kloroform da zelo 
temno rjavo-rdeče obarvanje. Za intenzivnejšo barvo po segrevanju smo zmes za 2 min potopili 
v hladno vodo. Če kloroforma ni prisotnega, je piridinska faza bledo rumena (enako je obarvan 
tudi sam segret piridin). Kvantitativno smo vsebnost kloroforma v vzorcih določili 
spektrofotometrično pri valovni dolžini 368 nm.  
 
4.4.3. Mikroskopija na atomsko silo 
Z mikroskopijo na atomsko silo (AFM) smo s stacioniranim vzorcem v tekočinski celici z E 
skenerjem in v kontaktnem načinu z B konico s konstanto vzmeti 0,03 N/m preučevali sile (F), 
ki so potrebne za deformacijo lipidnih vzorcev. Tipalo smo premikali s piezo-skenerjem. 
Poskuse smo opravili z Nanoscope IIIa-MultiMode (Digital Instruments, ZDA). Namesto 
sljude smo za imobilizacijo vzorcev uporabili del SPR čipa L1 oziroma HPA. Iz čipa smo 
skupaj z nosilcem krožno izrezali zlato modificirano ploščico ter jo uporabili kot dno 
tekočinske celice. Na njeno sredino smo nanesli 20 L nerazredčenega vzorca ter do izvedbe 
poskusov počakali 15 min. Za tekočinski medij smo uporabili 20 mM TRIS.HCl, 140 mM 
NaCl (pH = 7,4), saj se ob odsotnosti soli vzorci LK in LUV zelo slabo vežejo na površino 
SPR čipov. Poskuse smo izvajali na sobni temperaturi. AFM rezultate smo obdelali s 
programom NanoScope Analysis 1.40 (Bruker, ZDA), F pa smo izračunali s predpostavkami 
Herzovega modela za stiskanje dveh krogel (Krieg in sod., 2019).  
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4.4.4. Ramanova spektroskopija 
Spektre smo posneli z Ramanskim spektrometrom Horiba Jobin Yvon LabRAM HR800 
(Horiba Scientific, ZDA), povezanim z optičnim mikroskopom Olympus BXFM (Olympus 
Corporation, Japonska). Vzorce LK in LUV smo pripravili v devterirani vodi brez dodatka soli 
ter 2 L vzorca posušili preden smo v času 10 sekund posneli spektre z lečo objektiva x50 in 
rešetko s 600 žlebovi na mm. Za obdelavo spektrov smo uporabili program Labspec 6. 
 
4.4.5. Elektronska paramagnetna resonanca 
Za študij lastnosti SM/Chol membran smo uporabili instrument za merjenje elektronske 
spinske resonance (EPR) Elexsyse 500 (Bruker, Nemčija). Na podlagi preliminarnih rezultatov 
smo izbrali spinski označevalec 5-doksil perifozin (P5) in v EtOH pripravili 10-4 M raztopino. 
20 L pripravljene raztopine P5 smo posušili v stekleni epruveti ter filmu dodali 40 L 
nerazredčenega vzorca LK ali LUV. LK in LUV smo pripravili v 20 mM TRIS.HCl, 140 mM 
NaCl (pH = 7,4). Vsebino smo 15 min mešali na stresalniku, nato pa jo prenesli v kapilaro in 
izvedli EPR meritve pri devetih različnih temperaturah v intervalu 5 K od 280 K do 320 K. Iz 
posnetih spektrov smo odčitali maksimalni hiperfini razcep (2Amax). Preverili smo tudi 
stabilnost vzorcev LK in LUV v obdobju 1 meseca. Z računalniško simulacijo GHOSTMaker 
smo izračunali število lipidnih domen ter preučili polarnost in ureditveni parameter vzorcev. 
 
4.4.6. Sipanje svetlobe  
Meritve sipanja svetlobe smo izvajali s 3DLS instrumentom (LS Instruments GmbH, Švica). 
Pripravljene vzorce LK in LUV smo s pufrom za vezikle razredčili do koncentracije 0,25 
mg/mL in jih pred meritvami termostatirali 15 min. Za študijo temperaturne stabilnosti smo 
vzorce pripravili v 20 mM TRIS.HCl, 140 mM NaCl (pH = 7,4). Pri temperaturi 6, 25 oziroma 
37 °C in kotu 90° smo naredili 5 zaporednih meritev ter s CONTIN analizo določili 
hidrodinamske radije (Rh). Iz vrednosti prvega in drugega kumulanta smo izračunali 
polidisperznost (PI).  
Velikosti vzorcev smo določevali tudi z Zetasizer Nano ZS ZEN 3600 (Malvern Panalytical, 
VB). Za te meritve smo vzorce LK in LUV v odgovarjajoči puferski raztopini razredčili na 
koncentracijo 0,5 mg/mL in posneli tri zaporedne meritve pri 25 °C. Za študijo stabilnosti LK 
1/1 in LK 4/1 v obdobju 1 meseca smo uporabili naslednje puferske raztopine: 20 mM 
TRIS.HCl, 1 mM EDTA (pH = 7,4), 20 mM TRIS.HCl, 140 mM NaCl (pH = 7,4), 20 mM 
TRIS.HCl, 70 mM NaCl, 1 mM EDTA (pH = 7,4), 20 mM TRIS.HCl, 280 mM NaCl, 1 mM 
EDTA (pH = 7,4), 20 mM TRIS.HCl, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA (pH = 7,0), 20 mM 
TRIS.HCl, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA (pH = 7,8) in 20 mM TRIS.HCl, 140 mM NaCl, 1 
mM EDTA (pH = 8,2). 
 
4.4.7. Kriogena elektronska mikroskopija 
Vzorce LK in LUV smo zmešali z izbrani proteinskimi tvorci por 30 min pred začetkom 
postopka priprave vzorcev za kriogeno elektronsko mikroskopijo (cryo-EM). Molsko razmerje 
med Chol ter PFO, LLO in EqTx II v LK 1/1 in LUV 1/1 je bilo 200/1, medtem ko je bilo 
molsko razmerje med Chol in OlyA/PlyB 40/1. Molsko razmerje med Chol in Eqt II v LK 4/1 
in LUV 4/1 je bilo 100/1. Za pripravo vzorcev in redčenje smo uporabili 20 mM TRIS.HCl, 
140 mM NaCl, pH = 7,4. Pripravljene mešanice smo nanesli na karbonsko mrežico, ki smo jo 
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nato zamrznili v tekočem dušiku. Tako pripravljeno mrežico smo prenesli na vnaprej ohlajen 
nosilec mikroskopa ter posneli slike s Tecnai F20 (Field Electron in  Ion Company, ZDA) 
elektronskim mikroskopom pri -180 °C in 200 kV.  
Za tomografijsko rekonstrukcijo smo mešanici PFO in LK 1/1 dodali zlate delce, ponovili 
opisan protokol priprave vzorca ter naredili analizo, kot je opisano v literaturi (Kremer in sod., 
1996).  
 
4.4.8. Površinska plazmonska resonanca 
Za SPR analizo smo uporabili refraktometre Biacore X, Biacore X100 in Biacore T100 (GE 
Healthcare, ZDA) ter senzorski čip L1 z referenčno (celica 1) in merilno (celica 2) celico (GE 
Healthcare, ZDA). Za mobilno fazo smo uporabili 20 mM TRIS.HCl, 140 mM NaCl (pH = 
7,4), poskuse pa smo izvajali pri 25 °C.  
 
4.4.8.1. Študij interakcij izbranih tvorcev por z lipidnimi vezikli 
Na celico 2 smo pri pretoku 2 L/min v času 10 min imobilizirali cca 13500 RU in LK 1/1 
LUV 1/1 ter cca 11000 RU LK 4/1 oziroma LUV 4/1. Nato smo 60 s pri pretoku 10 L/min 
injicirali BSA, da smo zapolnili prosta vezavna mesta na čipu ter tako preprečili nespecifično 
vezavo. Izbrane tvorce por smo injicirali skozi obe celici pri pretoku 10 L/min v času 60 s ter 
180 s spremljali njihovo disociacijo.  
 
4.4.8.2. Študij ekstrakcije Chol z MCD  
Z metodo SPR smo spremljali kinetiko ekstrakcije Chol. Vzorca LK 1/1 in LUV 1/1 smo 
imobilizirali kot je opisano v točki 4.4.8.1 ter z BSA prav tako zapolnili prosta vezavna mesta 
na L1 čipu. Za kontrolo smo pripravili tudi LK (LK SM) in LUV (LUV SM), katerih lipidni 
plašč je prekrival zgolj SM. V času 600 s in 5400 s smo injicirali 1, 2 in 4 mM MCD pri 
pretoku 2 L/min in spremljali kinetiko ekstrakcije Chol. Kot model za preučevanje kinetike 
ekstrakcije Chol smo uporabili bieksponentno funkcijo. Delež Chol po ekstrakciji Chol smo 
preverili z vezavo 500 nM PFO, kot je podrobneje opisano v razdelku 4.4.8.1.  
 
4.4.8.3. Čiščenje senzorskega L1 čipa 
Za čiščenje površine čipa po imobilizaciji lipidnih nanoemulzij smo razvili nov protokol 
(Vezočnik in sod., 2018). Najprej smo pri pretoku 10 L/min injicirali 0,5 % SDS, nato pa smo 
pri pretoku 100 L/min enkrat oziroma po potrebi tudi večkrat injicirali še 40 mM OG. Ko smo 
odstranili iz površine L1 čipa ves material, smo le to sprali še z 0,5 % EtOH pri pretoku 10 
L/min v času 60s.  
 
4.4.9. Priprava vključitvenega MCD-holesterol kompleksa 
V ustreznem pufru smo v stekleni viali pripravili 100 mM raztopino MCD nasičeno s Chol, 
katero smo 15 min sonicirali pri amplitudi 37 % ter jo preko noči inkubirali na 37 °C. Na koncu 
smo jo prefiltrirali skozi 0,1 µm Millex filter (Merck Millipore, ZDA). Opazili smo, da se pri 
uporabi običajnih plastičnih epruvetk kompleks adsorbira na površino le-teh, zato smo poskuse 
opravljali v steklenih vialah. 
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4.4.9.1. Dovajanje holesterola 
Lipidne vzorce smo zmešali s pripravljenim vključitvenim kompleksom tako, da je bilo molsko 
razmerje med Chol v lipidnih vzorcih ter pripravljenim vključitvenim kompleksom 1/10 
(mol/mol). Pripravljene mešanice smo nato inkubirali 72h na sobni temperaturi ter jih 
analizirali z AF4, DLS in elektro-kinetičnimi meritvami. Za SPR poskuse smo pred nanosom 
vzorcev na L1 čip z gelsko izključitveno kromatografijo odstranili MCD-Chol kompleks, saj 
imobilizacija vzorcev ob prisotnosti le tega ni bila mogoča. 
 
4.4.10. Ekstrakcija holesterola 
Z SPR smo študirali ekstrakcijo Chol kot je opisano v razdelku 4.4.8.2. Za AF4, DLS,TEM in 
elektro-kinetične meritve pa smo najprej zmešali vzorce z raztopino MCD v sledečih molskih 
razmerjih: 1/1, 2/1, 5/1, 10/1 in 30/1 (mol/mol) ter mešanice pustili na sobni temperaturi 12h. 
Meritve z AF4 smo opravili kot je opisano v razdelku 4.4.11, DLS meritve so bile opravljene 
kot je opisano v razdelku 0, meritve -potenciala pa smo izvedli kot je opisano v 4.4.14.  
 
4.4.11. Pretočni sistem z asimetričnim prečnim pretokom 
Separacijo vzorcev smo izvedli v 20 mM TRIS.HCl, 140 mM NaCl (pH = 7,4) s tehniko 
pretočnega sistema z asimetričnim prečnim pretokom (AF4, angl. asymetric flow field-flow 
fractionation). Uporabili smo Eclipse3+ AF4 (Wyatt Technology Europe GmbH, Nemčija) s 
serijo zaporedno vezanih detektorjev UV, MALS, QELS in dRI (Sitar in sod., 2017; Vezočnik 
in sod., 2018, 2015).  
Vzorce LK in LUV smo vedno pripravili na dan snemanja in jih porabili najkasneje v roku treh 
dni. Velikost vzorcev smo določili s pomočjo MALS detektorja in za LK radij sukanja (Rg) 
izračunali z uporabo Zimm-ovega modela drugega reda, medtem ko smo za izračun Rg LUV 
uporabili Debey-ov model drugega reda (Vezočnik in sod., 2018).  
Kot je podrobneje predstavljeno v Sitar in sod., 2017, smo preučevali tudi vpliv laminarnega 
pretoka (1 mL/min, 0,5 mL/min in 0,2 mL/min) na vrednosti Rg in Rh. za LK in LUV različnih 
velikosti. Za te poskuse smo z ekstruzijo skozi membrano z velikostjo por 400 nm pripravili 
LUV 1/1 (veliki LUV 1/1) in LUV 4/1 (veliki LUV 4/1). Uporabili smo še polistirenske 
kroglice s polmerom 30 nm, 50 nm, 100 nm in 250 nm (Thermo Scientific, ZDA).  
Rezultate AF4 smo obdelali s programoma Astra 7.1.3. (Wyatt Technology Europe GmbH, 
Nemčija). 
 
4.4.12. Tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti sklopljena z masno 
spektrometrijo 
Ultra tekočinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrijo (UPLC/MS) je služila zgolj 
za rutinsko določitev vsebnosti oleinske kisline v vzorcih LK. Iz sveže pripravljenih ter mesec 
dni starih LK smo po Bligh & Dyer-jevi metodi ekstrahirali lipide (Bligh in  Dyer, 1959) ter z 
ultra zmogljivim tekočinskim kromatografom (UPLC) (Waters Corp, Milford, ZDA) 
sklopljenim z masnim spektrometrom Q-Tof Premier (MS) (Waters-Micromass, Manchester, 
Velika Britanija) analizirali lipidne mešanice, kot je opisano v Choi in sod., 2014. Kot topilo 
za ekstrahirane lipide smo uporabili mešanico acetonitril/izopropanol = 50/50 (v/v) ter mobilni 
fazi acetonitril/voda = 40/60 (v/v) z dodatkom 10 mM amonijevega acetata in 
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acetonitril/izopropanol = 10/90 (v/v) z dodatkom 10 mM amonijevega acetata. Uporabili smo 
kolono Ascentis® Express HPLC C18, 50 x 2,1 mm, 2m (Supelco Inc, ZDA) ter meritve 
izvajali pri 40 °C. Za detekcijo oleinske kisline smo uporabili negativno razprševanje v 
električnem polju, za detekcijo SM, Chol in TOG pa pozitivno razprševanje v električnem 
polju. Vsebnosti lipidov v vzorcih nismo kvantitativno ovrednotili. Rezultate smo obdelali z 
MassLynx Mass Spectrometry v4.1 Software (Waters Corp, ZDA). 
 
4.4.13. Bligh & Dyer-jeva metoda ekstrakcije lipidov 
Za ekstrakcijo lipidov smo uporabili Bligh & Dyer-jevo metodo (Bligh in  Dyer, 1959). K 
določenemu volumnu vzorca LK smo dodali 3,75x večji volumen raztopine kloroform/metanol 
= 1/2 (v/v). Nato smo dodali še 1/3 volumna kloroforma glede na volumen mešanice in enak 
volumen prefiltrirane MilliQ. Mešanico smo dobro premešali in počakali 15 min, da sta se 
organska in vodna faza povsem ločili. Spodnjo (vodno) fazo smo previdno odstranili, zgornjo 
(kloroformsko) pa smo posušili z dušikom (N2 (g)).  
 
4.4.14. Merjenje -potenciala 
Elektro-kinetične meritve vzorcev LK in LUV, pripravljenih v pufru 5 mM TRIS.HCl, 0,25 
mM EDTA (pH = 7,4), smo izvedli z Zetasizer Nano ZS (Malvern, VB). Vzorce  LK in LUV 
smo razredčili na 0,5 mg/mL in meritve izvajali v DTS1070 kivetah pri 25 °C v treh 
ponovitvah. Ker smo posamezno kiveto uporabili večkrat, smo le-to med meritvami sprali z 
večjima količinama deionizirane vode ter EtOH. Pred vsako meritvijo vzorca smo tudi opravili 
testno meritev deionizirane vode ter kiveto po potrebi zavrgli, če je bila odčitana vrednost -
potenciala različna od ±0,5 mV. 
 
4.4.15. Transmisijska elektronska mikroskopija 
Vzorce LK in LUV smo zmešali z izbrani proteinskimi tvorci por 30 min pred začetkom 
postopka priprave vzorcev za transmisijsko elektronsko mikroskopijo (TEM). Molsko razmerje 
med Chol ter PFO, LLO in Eqt II v LK 1/1 in LUV 1/1 je bilo 200/1, medtem ko je bilo molsko 
razmerje med Chol in OlyA/PlyB 40/1. Molsko razmerje med Chol in Eqt II v LK 4/1 ter LUV 
4/1 je bilo 100/1. Pripravljene vzorce smo nanesli na karbonsko mrežico, dodali par kapljic 
deionizirane vode ter po 1 minuti odstranili presežek raztopine z Whatmanovim filtrirnim 
papirjem. Nato smo vzorce na mrežici obarvali z vodnim 2 % (m/v) uranil acetatom in pustili, 
da se je raztopina posušila. Mrežico smo pregledali z elektronskim mikroskopom ter posneli 
slike s kamero pri 48000-kratni povečavi.  
 
4.4.16. Langmuirjeva tehtnica 
Površinski tlak  v Langmuirjevem monosloju smo določili z Langmuirjevo tehtnico 
MicroTrough-S (Kibron, Finska) pri konstantnem tlaku in sobni temperaturi. Pripravili smo 
raztopine lipidov SM/Chol = 1/1 (mol/mol) in SM/Chol = 4/1 (mol/mol) v mešanici 
CHCl3/MeOH = 20/1 (v/v). Langmuirjeva monosloja s sestavo SM/Chol = 1/1 (LM SM/Chol 
1/1) in SM/Chol = 4/1 (LM SM/Chol 4/1) smo pripravili tako, da smo na površino puferske 
raztopine dodajali mikrolitrske odmerke pripravljenih raztopin lipidov (0,5 – 4 L). V vdolbine 
na teflonski plošči smo nanesli 450 L puferske raztopine 5 mM TRIS.HCl, 0,25 mM EDTA 
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(pH = 7,4). Platinasto žičko smo pred vsako meritvijo prežarčili, med meritvami pa se je le-ta 
komaj dotikala puferske raztopine na vrhu kapljice.  
 
4.4.16.1. Preučevanje lastnosti SM/Chol monoslojev 
Na površino puferske raztopine smo nanesli različne količine pripravljenih raztopin lipidov 
LM SM/Chol 1/1 in LM SM/Chol 4/1 ter po 10 min, ko se je signal umiril, odčitali vrednosti 
začetnih površinskih tlakov i.   
 
4.4.16.2. Študij interakcij SM/Chol monosloja z perfringolizinom O 
LM SM/Chol 1/1 in LM SM/Chol 4/1 smo pripravili kot je opisano v 4.4.16. Nato smo pod 
pufersko raztopino injicirali 500 nM PFO ter v času 30 min spremljali spremembo vrednosti 
površinskega tlaka.  
 
4.4.16.3. Vizualizacija Langmuirjevega monosloja  
S TEM smo vizualizirali različne nanose LM SM/Chol 1/1 ter nastale PFO strukture na površini 
lipidnega monosloja. Na koncu vsakega eksperimenta smo se s grafitno ploščico narahlo 
dotaknili površine tekočine z lipidnim monoslojem na vrhu, v nadaljevanju pa smo vzorce 
pripravili, kot je podrobneje prikazano v Dodatku C4.  
 
4.4.17. Kolorimerični encimski testi 
Vsebnosti Chol, SM in TOG v vzorcih LK in LUV smo določili z encimskimi kolorimetričnimi 
testi. Chol smo določili s testom Free Cholesterol C (Wako Chemicals GmbH, Nemčija), SM 
s testom Phospholipids B (Wako Chemicals GmbH, Nemčija), TOG pa s testom Triglyceride 
LabAssay™ (Wako Chemicals GmbH, Nemčija). Skladno z navodili proizvajalca smo 
absorbanco mešanice lipidnih vzorcev ter reagentov pomerili pri valovni dolžini 630 nm z 
mikročitalcem Dynex MRX (Dynex Technologies, Nemčija). Za določitev koncentracije 
posameznega lipida smo vedno uporabili umeritveno krivuljo z najmanj šestimi točkami in 
najmanj dvema ponovitvama.  
 
4.4.18. Podvojeno harmonično sipanje drugega reda 
Za meritve podvojenega harmoničnega sipanja drugega reda (SHS) smo uporabili instrument, 
ki ga je izpopolnila prof. dr. Sylvie Roke, in čigar zgradba in delovanje sta podrobneje opisana 
v Okur in sod., 2017. SHS merilni instrumenti namreč še niso komercialno dostopni. 
Meritve smo izvedli v cilindrični stekleni kiveti z notranjim premerom 4,2 mm pri 25 °C. 
Kiveto smo napolnili z 1 mL vzorca LK s koncentracijo lipidov 0,35 mg/mL oziroma 1 mL 
vzorca LUV s koncentracijo 0,7 mg/mL. SHS meritve so podrobneje predstavljene v Vezočnik 
in sod., 2018.  
 
4.4.18.1. Študije površinskih lastnosti lipidnih veziklov  
Za študije površinskih lastnosti s tehniko SHS smo LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1 in LUV 4/1 
pripravili v 20 μM TRIS.HCl/TRIS, 100 μM NaCl (pH = 7,4) ter izvedli meritve, kot je opisano 
v Vezočnik in sod., 2018. Kot kontrolo smo namesto TOG uporabili stabilne heksadekanske 
nano kapljice, ki smo jih pripravili kot je opisano v Okur in sod., 2017. Heksadekan smo 
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uporabili namesto TOG, ker ni bilo moč pripraviti stabilnih TOG nanoemulzij. Prav tako zaradi 
prisotnih nečistoč v naravnih lipidih SM, Chol in TOG ni bilo moč določiti natančnih vrednosti 
površinskega potenciala vzorcev LK in LUV. Zaradi tega smo zgolj primerjali SHS odziv LK 
in LUV, kjer smo kot standard za maksimalni SHS odziv uporabili heksadekanske nano 
kapljice.  
 
4.4.18.2. Študij interakcij med lipidnimi vezikli in proteinskimi tvorci por 
Ker sta SM in Chol zwitterionska (elektronevtralna) lipida, smo za študije interakcij s PTP 
pripravili LK in LUV z dodatkom 1 molskega % DMPA po protokolu, ki je podrobneje opisan 
v razdelku 5.1.1. DMPA smo raztopili v mešanici CHCl3/EtOH = 9/1 (v/v). Ugotovili smo, da 
je DMPA moč uspešno vgraditi v SM/Chol lipidne membrane le, če le-tega skupaj z mešanico 
ostalih lipidov neposredno vbrizgamo v na 54 ± 1 °C segreto pufersko raztopino. Običajno so 
DMPA pri drugih lipidnih mešanicah dodajali v pufersko raztopino kasneje (Chen in sod., 
2015; Okur in sod., 2017; Smolentsev in sod., 2017).   
Z dodatkom DMPA smo pripravili LK in LUV s pozitivno nabito površino. S preliminarnimi 
poskusi smo ugotovili, da lahko zaznamo spremembo SHS signala ob izredno majhnih 
dodatkih tvorcev por, če so le-ti negativno nabiti. Na podlagi izoelektričnih točk smo tako 
pripravili negativno nabite beljakovinske tvorce por in vezavo PFO in OlyA/PlyB študirali v 
15 μM natrijevem acetatu, 105 μM NaCl (pH = 4,4), medtem ko smo vezavo LLO in EqTx II 
študirali v 20 μM TRIS.HCl/TRIS, 100 μM NaCl (pH = 7,4).  
Spremembo v signalu smo spremljali kot funkcijo koncentracije dodanih beljakovinskih 
tvorcev por ter določili zgolj okvirno afiniteto vezave posameznega beljakovinskega tvorca por 
do LK oziroma LUV. Meritve spremembe SHS signala ob dodatku beljakovinskih tvorcev por 
smo izvajali pri enem kotu med 35 in 45 °, kjer je maksimalnem SHS odziv. Za natančne 
izračune konstant vezave (KD) bi bilo namreč potrebno razviti računski model, ki bi zajemal 
tudi vpliv drugih dejavnikov na spremembo SHS signala, kot na primer število vezanih 



















5.1. Karakterizacija umetnih lipidnih kapljic 
 
5.1.1 Modificirana metoda izmenjave topila 
Za pripravo nanoemulzij LK smo razvili modificirano metodo izmenjave topila (Slika 7), ki v 
primerjavi z ostalimi metodami priprave podobnih lipidnih struktur (Chen in sod., 2015; Liu in 
sod., 2015, 2015; Saito in sod., 1995) omogoča bolj kontrolirane eksperimentalne pogoje 
(Vezočnik in sod., 2018).  
V začetnem koraku smo namesto običajne evaporacije organskega topila ter tvorbe lipidnega 
filma (Vezočnik in sod., 2015) mešanico lipidov neposredno vbrizgali v na 54 ± 1 °C segreto 
pufersko raztopino. Uporabili smo zgolj steklene viale. Med mešanjem smo z dušikom (N2(g)) 
iz raztopine izpodrinili kloroform ter tako pripravili lipidno suspenzijo, ki smo jo prenesli v 
plastične 1,5-mL ependorfke.  
 
Slika 7. Shema protokola priprave lipidih kapljic (LK) in velikih unilamelarnih veziklov (LUV) z 
modificirano metodo izmenjave topila.  
Mešanica sfingomielina (SM), holesterola (Chol) in glicerol trioleata (TOG) je neposredno dodana v pufersko 
raztopino, iz katere med mešanjem z dušikom (N2) izpodrinemo kloroform. Iz lipidno suspenzijo z ekstruzijo 
pripravimo LUV, medtem ko LK pripravimo s sonikacijo ter centrifugiranjem, da odstranimo delce titana.  
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LK smo pripravili z ultrasonikacijo pri 37 % amplitudi in ≈ 270 W na ledu. S 3DLS smo 
spremljali Rh v odvisnosti od časa soniciranja ter preučevali čas, ki zadostuje za pripravo 
uniformnih LK 1/1 in LK 4/1 (Slika 8). Izmerjena temperatura lipidne suspenzije med 






























Slika 8. Študija velikosti lipidnih kapljic (LK) v odvisnosti od časa (t) soniciranja z dinamičnim sipanjem 
svetlobe (DLS).  
Hidrodinamski radij (Rh) v odvisnosti od časa soniciranja pri pripravi LK z modificirano metodo izmenjave topila. 
 
Po soniciranju smo vzorce LK 1h centrifugirali na 25 °C pri 20,000 x g ter tako odstranili 
titanove delce in lipidne vezikle. Plavajoče LK smo prenesli v novo 1,5-mL epruvetko. Z 
modificirano Fujiwarovo reakcijo (Reith in sod., 1974) smo kolorimetrično preverili vsebnost 
sledov kloroforma v vzorcih (Slika A.1, Dodatek A1). Metoda se je izkazala kot uspešna tudi 
za pripravo velikih unilamelarnih veziklov, ki smo jih pripravili z ekstruzijo (Vezočnik in sod., 
2018). Z encimskimi kolorimetričnimi testi smo na koncu določili posamezne vsebnosti TOG, 
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Preglednica 7. Lipidna sestava vzorcev določena z encimskimi kolorimetričnimi testi ter končni lipidni izkoristek 




n = 30 
Chol 
n = 30 
TOG 
n = 30 
Izkoristek lipidov 
(masni-%) 
LK 1/1 16 ± 3 14 ± 2 70 ± 4 60 – 75 
LK 4/1 20 ± 3 8 ± 2 72 ± 4 60 – 75 
LUV 1/1 52 ± 4 48 ± 4 0 40 – 55 
LUV 4/1 78 ± 4 22 ± 4 0 40 – 55 
 
 
5.1.2. Vpliv molskega deleža SM, Chol in TOG na tvorbo lipidnih kapljic 
Molski delež posameznega lipida, površina izpostavljenosti oljne sredice vodni fazi ter velikost 
LK imajo ključno vlogo za nastanek stabilne nanoemulzije, ki jo prekriva zgolj lipidni 
monosloj. Zanimalo nas je, kakšno TOG/SM/Chol razmerje je najbolj optimalno za pripravo 
stabilnih monoslojnih LK. Naš cilj je bil pripraviti monoslojno TOG nanoemulzijo, ki jo 
obdajata SM in Chol v molskem razmerju 1/1 in 4/1. Tako smo najprej preko teoretičnih 
izračunov preverili soodvisnost molskih deležev lipidov in Rg v LK 1/1 in 4/1 (Slika 9). Pri 
izračunih smo uporabili vrednost molskega volumna TOG 964,4 mL/mol ter privzeli, da sta 
površini molekul SM in Chol 57 nm2 oziroma 23 – 29 nm2 (Ando in sod., 2015). Za debelino 
SM/Chol monoloja smo upoštevali vrednost 2,5 nm, hkrati pa smo pri izračunih zanemarili 
morebitne kondenzacijske efekte SM/Chol mešanice (Edholm in Nagle, 2005).  
 
Slika 9. Soodvisnost molskih deležev lipidov in radija sukanja Rg za lipidne kapljice (LK) in trigliceride. 
Teoretični izračun vpliva molskih deležev SM, Chol in TOG na vrednost Rg LK 1/1 in LK 4/1. 
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Na podlagi teoretičnih izračunov smo pripravili vzorce nanoemulzij z različnimi molskimi 
razmerji med TOG, SM in Chol, za primerjavo pa smo kot dobro okaraketirzirana lipidna 
sistema uporabili tudi SUV in LUV. Delež posameznega lipida v vsakem vzorcu smo določili 
z encimskimi kolorimetričnimi testi, z DLS ter meritvami -potenciala pa vrednosti Rh in -
potenciala (Preglednica 8). Tako smo preverili, kako lipidna sestava vpliva na tvorbo ter 
površinske lastnosti lipidnih veziklov (Slika 10). Nastale lipidne strukture smo tudi vizualizirali 
s TEM (Slika 11). Prav tako smo raziskali, če je moč pripraviti nanoemulzijo, ki jo prekriva 
zgolj SM oziroma Chol.  
 
 
Slika 10. Tridimenzionalni diagram vpliva molskih deležev sfingomielina (SM) in holesterola (Chol) na 
vrednosti -potenciala lipidnih kapljic (LK), velikih unilamelarnih veziklov (LUV) in malih unilamelarni 
veziklov (SUV).  
LK (modra), LUV (črna) in SUV (rdeča). V diagramu predstavljajo rezultati meritev -potenciala povprečno 
vrednost (x) treh meritev s pripadajočo standardno deviacijo meritev. Zelena barva označuje vrednosti -
potencialov LD, ki ji prekriva zgolj Chol. 
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Preglednica 8. Vrednosti hidrodinamskega radija (Rh) in -potencialov za vzorce LK in nanoemulzij LK, katerih 
membrane sestavljata SM in Chol v različnih molskih razmerjih. Vsebnost SM, Chol in TOG v lipidnih vzorcih 
je bila določena z uporabo encimskih kolorimetričnih testov. Vrednosti Rh smo določili z DLS, vrednosti -




(x ± s.d., n=5) 
-potencial (mV) 
(x ± -dev., n=3) 
Reprezentativne distribucije Rh  







1/1/0 77 ± 5 -5 ± 3 
4/1/0 79 ± 4 -6 ± 8 
Mali unilamelarni vezikli (SUV) 
46/54/0  58 ± 4 -2 ± 1 
73/27/0  41 ± 2 -5 ± 1 
Lipidne kapljice (LK) 
33/47/20 10 ± 1; 60 ± 5, 
780 ± 22 
-8 ± 4 
48/23/29 48 ± 5; 260 ± 14 -10 ± 5 
39/30/31 23 ± 4; 79 ± 6 -9 ± 5 
28/23/49 22 ± 4; 70 ± 12 -8 ± 5 
35/11/54 7 ± 1; 74 ± 9 -10 ± 6 
24/19/57 48 ± 6; 268 ± 19 -10 ± 5 
26/8/66 61 ± 6 -10 ± 6 
16/14/70 85 ± 5 -5 ± 4 
20/8/72 71 ± 7 -7 ± 8 
7/10/83 64 ± 5; 227 ± 17 -13 ± 8 
11/5/84 51 ± 8; 119 ± 13 -19 ± 8 
4/5/91 61 ± 8; 203 ± 16 -19 ± 5 
6/1/93 87 ± 10; 548 ± 31 -25 ± 8 
LK brez SM 
0/30/70 ~56; ~135 -67 ± 8 
0/10/90 ~43; ~135 -67 ± 15 
0/0/100 66 ± 7; 183 ± 64 -78 ± 9 
0
1






































































Slika 11. Reprezentativne slike transmisijske elektronske mikroskopije za lipidne kapljice (LK) in male 
unilamelarne vezikle (SUV).  
LK SM/Chol/TOG = 6/1/93 (a), LK SM/Chol/TOG = 20/8/72 (b), LK SM/Chol/TOG = 26/8/66 (c) in SUV 
SM/Chol = 46/54 (d). Merilo v sliki. 
 
 
Na podlagi rezultatov študije vpliva molskih deležev SM, Chol in TOG smo se odločili, da 
bomo za nadaljnje raziskave (v kolikor ni drugače navedeno) uporabili molsko razmerje med 
oljno sredico in amfifilnima lipidoma 70/30. Tako smo podrobneje preučevali nanoemulzije, 
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5.1.3. Vpliv puferske raztopine in temperature na stabilnost lipidnih kapljic 
Znano je, da lahko na stabilnost nanoemulzij poleg lipidne sestave vplivata tako puferska 
raztopina kot tudi temperatura. Ker smo za večino poskusov že vnaprej zaradi biološke 
podobnosti načrtovali uporabo pufra za vezikle s sestavo 20 mM TRIS, 140 mM NaCl, 1 mM 
EDTA (pH = 7,4), smo zato v študiji vpliva puferske raztopine preučevali zgolj vpliv teh treh 
kemijskih spojin ter majhna odstopanja v pH vrednosti. V ta namen smo pripravili LK 1/1 in 
LK 4/1 v različnih puferskih raztopinah, kot je opisano v poglavju 4.4.6., ter z Zetasizerjem v 
obdobju 1 meseca merili njihovo velikost (Slika A.2, Dodatek A2).  
 
Z meritvami 3DLS smo nato v obdobju 3 mesecev podrobno spremljali še časovno stabilnost 
LK 1/1 in LK 4/1 v pufru za vezikle pri 6, 25 in 37 °C (Slika 12), ki smo ga kasneje uporabili 

















Slika 12. Študija časovne stabilnosti lipidnih kapljic (LK) z dinamičnim sipanjem svetlobe (DLS). 




5.1.4. Struktura umetnih lipidnih kapljic 
Zaradi hidrofobnega efekta amfifilna lipida SM in Chol prednostno prekrijeta TOG ter na ta 
način sicer termodinamsko nestabilno strukturo LK kinetično stabilizirata. Pričakovati je, da 
struktura LK ni kemijsko stabilna, saj je znano, da lahko TOG med drugim hidrolizira tudi med 
procesom sonikacije (Mercantili in sod., 2014). Prav tako je znano, da je Chol topen v TOG 
(Kritchevsky in  Tepper, 1964; Patton in sod., 1984).  
Raziskali smo, če lahko s titracijo z oleinsko kislino poustvarimo proces spontane hidrolize 
TOG (Slika 13). Ob predpostavki, da smo pripravili monoslojne nanokapljice, smo oba vzorca 
LK titrirali z oleinsko kislino in merili vrednosti -potenciala. S temi poskusi smo tudi 
poskušali razjasniti opažene razlike v lastnostih med LK 1/1 in LK 4/1, kot je podrobneje 
predstavljeno v poglavju 5.2.2.  
 


















































































































Slika 13. Titracija lipidnih kapljic (LK) z oleinsko kislino.  
Vrednosti -potencialov v odvisnoti dodatka oleinske kisline za LK 1/1 in LK 4/1. 
 
 
S tekočinsko kromatografijo ultra visoke ločljivosti sklopljeno z masno spektroskopijo (UPLC-
MS) smo rutinsko preverili vsebnost oleinske v sveže pripravljenih ter nekaj tednov starih 
vzorcih (Dodatek A3). Potrdili smo prisotnost oleinske kisline, katere količina se s časom 
povečuje. Za primer LK 1/1 smo nato podrobneje preučili, če temperatura shranjevanja ter 
prepihovanje z  N2 vplivata na potek spontane hidrolize (Slika A4.1, Dodatek A4).  
 
5.2. Primerjava lipidnih kapljic in velikih unilamelarnih veziklov 
Primerjalno s kapljicami smo raziskali tudi LUV, ki jih gradita SM in Chol v molskem razmerju 
SM/Chol = 1/1 (LUV 1/1) oziroma 4/1 (LUV 4/1). 
 
5.2.1. Fizikalno-kemijske lastnosti 
S cryo-EM smo preverili velikost in obliko LK 1/1 (Slika 14 A), LUV 1/1 (Slika 14 B), LK 4/1 
(Slika 14 C) in LUV 4/1 (Slika 14 D).  
 


















c (oleinska kislina) (g/L)
 




Slika 14. Vizualizacija lipidnih kapljic (LK) in velikih unilamelarnih veziklov (LUV) s kriogeno elektronsko 
mikroskopijo (Cryo-EM).  




Pri vizualizaciji LK smo opazili hibridno strukturo delcev, sestavljenih iz LK in LUV (Slika 
15 A). Prvi del, napolnjen z oljem ter obdan z lipidnim monoslojem, je tako strukturno podoben 
LK, medtem ko drugi del predstavlja dvosloj, kar strukturno ustreza LUV. Hibridna struktura 
nam je omogočila določitev debeline monosloja, saj je na stični površini med obema deloma 
strukture dobro vidna meja. V sami LK pa debeline monosloja nismo mogli natančno določiti, 
saj meja med oljno sredico in monoslojem ni dobro določljiva.  
Izmerjena debelina SM/Chol dvosloja je ≈ 6 nm, monosloja pa ≈ 2.5 nm. Hkrati nam je uspelo 

























Slika 15. Vizualizacija hibridne strukture lipidne kapljice (LK) in velikega unilamelarnega vezikla (LUV) 
ter nanoemulzije trigliceridov (TOG) z kriogeno elektronsko mikroskopijo (Cryo-EM). 
Hibridne strukture LK in LUV (A) in nanoemulzija TOG (B).  
 
S 3DLS in uporabo CONTIN analize smo določili Rh posameznih vzorcev LK in LUV (Slika 


















Slika 16. Določitev hidrodinamskega radija (Rh) lipidih kapljic (LK) in velikih unilamelarnih veziklov 
(LUV) z dinamičnim sipanjem svetlobe (DLS).  
Reprezentativni DLS diagrami porazdelitve velikosti za LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1 in LUV 4/1. 
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S tehniko AF4, sklopljeno z več-detektorskim sistemom (UV, MALS, QELS in dRI) smo 
določili Rg (Preglednica 9) ter preverili porazdelitev velikosti LK in LUV vzorcev (Slika 17).  
 
 
Slika 17. Določitev radija sukanja (Rg) lipidih kapljic in velikih unilamelarnih veziklov (LUV) s pretočnim 
sistemom z asimetričnim prečnim pretokom (AF4). 
Reprezentativni AF4 fraktogrami porazdelitve velikosti za LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1 in LUV 4/1.  
 
Iz kvocienta med Rh in Rg smo izračunali vrednosti faktorja oblike  (Preglednica 9) in ga 
primerjali z znanimi teoretičnimi vrednostmi za sferične strukture (Schärtl, 2010). Prav tako 
smo raziskali, če vrednost laminarnega pretoka pri AF4 eksperimentih vpliva na izmerjeni 
vrednosti Rh in Rg (Sitar in sod., 2017) (Slika B.1.1, Dodatek B1).  
 
Preglednica 9. Določitev hidrodinamskega radija (Rh) z DLS, radija sukanja (Rg) z AF4-MALS, faktorja oblike 
(), polidisperznosti (PI) in -potenciala za LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1 in LUV 4/1. 
 
 




























































LK 1/1  55.0 ± 3.4 45.0 ± 2.7 0.82  0.104 -5 ± 4 
LK 4/1  53.5 ± 5.1 42.3 ± 2.5 0.79  0.117 -7 ± 8 
LUV 1/1 77.2 ± 4.5 74.1 ± 3.1 0.96  0.112 -5 ± 3 
LUV 4/1 79.2 ± 3.5 76.8 ± 3.0 0.97  0.112 -6 ± 7 
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5.2.2. Površinske lastnosti 
Z meritvami -potenciala (Preglednica 9) smo določili naboj lipidnega delca. Ker smo v 
študijah uporabljali naravne lipide, ki v primerjavi s sintetičnimi lipidi vsebujejo nekaj 
nečistoč, vrednosti površinskega naboja nismo mogli izračunati in smo s SHS preučevali le 
orientacijo vodnih molekul na površini LK in LUV (Slika 18). Heksadekanske nanokapljice 
smo uporabili kot standard za določitev maksimalne SHS intenzitete (Okur in sod., 2017), saj 
iz TOG ni bilo moč pripraviti stabilnih nanokapljic. Dodatno težavo so predstavljale tudi 
nečistoče v TOG, ki so najverjetneje zmanjšale SHS signal. Orientacija vodnih molekul na 
površini lipidnih veziklov je namreč odvisna od strukture lipidne membrane delca in velja, da 
tem večja kot je intenziteta, tem bolj je oljna sredica izpostavljena vodni fazi. LUV 1/1 in LUV 
4/1 sta služila za primerjavo z LK 1/1 in LK 4/1.  
 
Slika 18. Študija površinskih lastnosti lipidnih kapljic (LK), velikih unilamelarnih veziklov (LUV) in 
heksadekanskih nanokapljic s podvojenim harmoničnim sipanjem drugega reda (SHS). 
SHS odziv LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1, LUV 4/1 (n = 16) in heksadekanskih nanokapljic (n = 3). 
 
5.2.3. Strukturne lastnosti  
Z mikroskopom na atomsko silo (AFM) smo v tekočinski celici za vse štiri vzorce preučevali 
sile (F), ki so potrebne za njihovo deformacijo oziroma prebadanje (Slika 19). Pri tem načinu 
AFM meritve konica tipala sledi topografiji površine, zato je F med tipalom in vzorcem 
konstantna. Izvedba AFM meritev je podrobneje predstavljena v Dodatku B6. Ker sta v dani 
točki višina vzorca (z) in izhodni signal sorazmerna, lahko slike z atomsko ločljivostjo dobimo 
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deformira, kar med drugim omogoča tudi preučevanje lastnosti lipidnih membran. Na ta način 
smo tako določili celoten odmik tipala (z) ter odmik tipala brez prebadanja (z') (Preglednica 
10). S predpostavkami Hertzovega modela za stiskanje dveh krogel smo izračunali sile F, ki so 
potrebne za prebadanje LK in LUV (Preglednica 10). Do sedaj je bila v podobnih AFM 
eksperimentih kot podlaga za imobilizacijo vzorca uporabljena sljuda, ki pa ni bila primerna 
za preučevanje LK, ker jih v tekočinski celici nismo mogli imobilizirati nanjo. Za površino 
smo zato uporabili čipe SPR. LUV smo imobilizirali na sljudo ter SPR čipa L1 in HPA. 
Ugotovili smo, da podlaga nima vpliva na izračun sil. Za poskuse smo nato uporabili L1 čip, 
saj smo le tega vedno uporabljali pri SPR poskusih in nas je zato tudi zanimalo, kakšne so 




Slika 19. Sliki mikroskopije na atomsko silo (AFM) lipidnih kapljic (LK) in velikih unilamelarnih veziklov 
(LUV) imobiliziranih na L1 čip. 
LK (A) in LUV (B) na L1 čipu v tekočinski celici in kontaktnem načinu AFM snemanja. Merilo v sliki.  
 
 
Preglednica 10. Sila F (nN), ki je potrebna za prebadanje vzorca, celoten premik tipala z (nm) in premik tipala 
brez prebadanja z' (nm) pri AFM poskusih za LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1 in LUV 4/1. 
Vzorec 
F (nN)  
x ± s.d., n=50 
z (nm) 
x ± s.d., n = 50 
z' (nm) 
x ± s.d., n = 50 
LK 1/1 0.7 ± 0.1 49 ± 27 16 ± 17 
LK 4/1 1 ± 0.1 53 ± 3 22 ± 5 
LUV 1/1 0.4 ± 0.2 54 ± 9 10 ± 3 




Z EPR smo raziskali SM/Chol lipidne domene v obeh lipidnih strukturah. Preizkusili smo 
različne spinske označevalce in se na podlagi preliminarnih rezultatov odločili za spinski 
označevalec 5-doksil perifozin (P5) (Slika B3.1, Dodatek B3).   
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EPR spektre smo posneli pri devetih različnih temperaturah v intervalu 5 K od 280 K do 320 
K. Iz eksperimentalnih EPR spektrov (Slika 20) smo odčitali maksimalne hiperfine razcepe 
(2Amax) (Slika 21).  
 
 
Slika 20. Reprezentativni eksperimentalni spektri elektronske paramagnetne resonance (EPR) za lipidne 
kapljice (LK) in velike unilamelarne vezikle (LUV).  
EPR spektri v temperaturnem območju od 280 K do 320 K za vzorce LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1 in LUV 4/1, 















































Slika 21. Maksimalni hiperfini razcepi (2Amax) v odvisnosti od temperature za lipidne kapljice (LK) in 
velike unilamelarne vezikle (LUV).   
2Amax za LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1 in LUV 4/1 (n = 5) v temperaturnem območju od 280 K do 320 K. 
Z uporabo računalniških simulacij smo podrobneje preučili lipidne domene ter določili 
polarnost (Pa(1)) in ureditveni parameter (S(1)) za posamezne vzorce LK in LUV (Slika 22). 
V dodatku B8 so zbrani tabelarične vrednosti EPR simulacij.  
 
Slika 22. Določitev ureditvenega parametra (S(1)) in polarnosti (Pa(1)) z uporabo GhoastMakerja za 
lipidne kapljice (LK) in velike unilamelarne vezikle (LUV) z elektronsko paramagnetno resonanco (EPR).  
Računalniška simulacija EPR rezultatov za LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1 in LUV 4/1. 
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Kot komplementarno tehniko EPR smo uporabili Ramansko spektroskopijo. Čeprav v spektrih 
LK prevladujejo vrhovi TOG (Slika 23), rezultati nakazujejo, da bi tudi v LK lahko bili prisotni 
t.i. SM-skupki (Slika 23 A). Za primarne amide, ki so del strukture t.i. SM-skupkov v lipidnih 
membranah, so v Ramanskih spektrih vzorcev pripravljenih iz SM izoliranega iz jajca namreč 
določili značilni vrh pri 1643 cm-1 (Shirota in sod., 2016).    














Slika 23. Ramanski spektri lipidnih kapljic (LK) in velikih unilamelarnih veziklov (LUV). 
Ramanski spekti LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1 in LUV 4/1 ter njihove primerjave s standardi TOG, SM in Chol v 
območju od 300 cm-1 do 2000 cm-1 (A) ter v območju od 2600 cm-1 do 3200 cm-1 (B). Značilni vrh za t.i. SM 
skupke pri 1643 cm-1 (A). 
 
 
Strukturne lastnosti SM/Chol membrane v LK in LUV smo preučevali tudi s pomočjo metil-
-ciklodekstrina (MCD), saj je znano, da ta ciklični oligosaharid iz SM/Chol lipidnih 
membran specifično ekstrahira z vezavo zgolj Chol, s posebnim vključitvenim MCD-Chol 
kompleksom pa je moč obratno Chol tudi dovesti v lipidne sisteme (Christian in sod., 1999; 
Zidovetzki in  Levitan, 2007). S SPR smo študirali kinetiko ekstrakcije holesterola iz LK 1/1 
in LUV 1/1 (Beseničar in sod., 2008) z uporabo 1 mM, 2 mM in 4 mM raztopine MCD v času 
600 sekund. Ugotovili smo, da MCD v tem času ekstrahira večino Chol (Slika 24), kar smo 
potrdili tudi z vezavo 500 nM PFO na LK 1/1 in LUV 1/1 (Slika 25). Pokazali smo, da se 
MCD ne adsorbira na površino L1 čipa (Slika B4.1, Dodatek B4). Študija kinetike ekstrakcije 
Chol iz LK 1/1 in LUV 1/1 nakazuje, da gre v obeh primerih za večstopenjski proces, saj vse 
krivulje dobro opiše bieksponentna funkcija (Slika B4.2, Dodatek B4). Znano je, da je del Chol 
v dvoslojnih membranah težje dostopen, a lahko zlahka prehaja med zunanjo in notranjo 
membrano, čemur pravimo flip/flop-difuzija (Thallmair in sod., 2018). Čeprav je flip/flop-
difuzija v primeru LK 1/1 zelo malo verjetna, rezultati nakazujejo, da je tudi tu del Chol težje 
dostopen, kar potrjuje opažanja o strukturni podobnosti med SM/Chol mono- in dvoslojnimi 
membranami.   
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Slika 24. Študija ekstrakcije holesterola z metil--ciklodekstrinom (MCD) iz lipidnih kapljic (LK) in 
velikih unilamelarnih veziklov (LUV) s površinsko plazmonsko resonanco (SPR). 




Slika 25. Senzorgrami vezave perfringolizina O (PFO) na lipidne kapljice (LK) in velike unilamelarne 
vezikle (LUV) po ekstrakciji holesterola z metil--ciklodekstrinom (MCD). 
Senzorgrami vezave 500 nM PFO pred (0 mM MCD) in po ekstrakciji holesterola z 1, 2 in 4 mM MCD iz LK 
1/1 in LUV 1/1 v času 600 s.   
 
Vpliv MCD na lipidne vzorce smo raziskali tudi z AF4 (Slika 26). Ker po 12h inkubaciji 
nismo zaznali nobenih razlik v velikosti glavnega vrha za LK 1/1(Preglednica 12) in LUV 1/1 
(Preglednica 13), je to najverjetneje potrditev, da se MCD ne adsorbira na površini LK 
oziroma LUV, niti se ne vgradi v njihove lipidne membrane. Prav tako po inkubaciji LK 1/1 in 
LUV 1/1 z MCD nismo zaznali sprememb v vrednosti -potencialov (Preglednica 11).    




























































Slika 26. Fraktogrami ločbe lipidnih kapljic (LK) in velikih unilamelarnih veziklov (LUV) po inkubaciji z 
metil--ciklodekstrinom (MCD) z uporabo pretočnega sistema z asimetričnim prečnim pretokom (AF4). 
AF4 fraktogrami ločbe LK 1/1 (A) in LUV 1/1 (B) po 12 urni inkubaciji z MCD v sledečih molskih razmerjih: 
MCD/Chol = 1/1, 5/1, 10/1 in 30/1.  
 
 
Preglednica 11. Vrednosti -potencialov za LK 1/1 in LUV 1/1 ob dodatku MCD ter izmerjene vrednosti takoj 
po pripravi vzorcev (t0) ter po 12 urni inkubaciji (t1) na sobni temperaturi. 
Vzorec 
-potencial (mV)  
x ± -dev., n=3 
čas  MCD/Chol (mol/mol) 
t0  t1  1/1 5/1 10/1 30/1 
LK 1/1 -14 ± 6 -20 ± 7 -17 ± 8 -16 ± 7 -15 ± 6 -15 ± 6 




Preglednica 12. Določitev geometrijskega radija (Rgeo) in radija sukanja (Rg) z AF4-MALS za LK 1/1 po 12 urni 
inkubaciji z MCD. 
LK 1/1 
Rgeo (nm) 
x ± s.d., n = 3 
Rg (nm) 
x ± s.d., n = 3 
MCD/Chol = 0/1 (mol/mol) 69 ± 3  56 ± 4 
MCD/Chol = 1/1 (mol/mol) 67 ± 3 54 ± 4 
MCD/Chol = 5/1 (mol/mol) 67 ± 4 54 ± 5 
MCD/Chol = 10/1 (mol/mol) 68 ± 3 54 ± 4 







 LUV 1/1 
 MβCD/Chol = 1/1
 MβCD/Chol = 5/1
 MβCD/Chol = 10/1
 MβCD/Chol = 30/1








 LK 1/1 
 MβCD/Chol = 1/1
 MβCD/Chol = 5/1
 MβCD/Chol = 10/1

































V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
43 
 
Preglednica 13. Določitev geometrijskega radija (Rgeo) in radija sukanja (Rg) z AF4-MALS za LUV 1/1 po 12 
urni inkubaciji z MCD. 
LUV 1/1 
Rgeo (nm) 
x ± s.d., n = 3 
Rg (nm) 
x ± s.d., n = 3 
MCD/Chol = 0/1 (mol/mol) 61 ± 4 64 ± 4 
MCD/Chol = 1/1 (mol/mol) 61 ± 5 64 ± 3 
MCD/Chol = 5/1 (mol/mol) 62 ± 3 64 ± 4 
MCD/Chol = 10/1 (mol/mol) 61 ± 4 64 ± 4 
MCD/Chol = 30/1 (mol/mol) 59 ± 3 61 ± 3 
 
 
Tudi na TEM slikah vzorcev LK 1/1 (Slika 27) in LUV 1/1 (Slika 28) po inkubaciji z MCD 
ni opaznih razlik.  
 
Slika 27. Slike transmisijske elektronske mikroskopije (TEM) lipidnih kapljic (LK) po inkubaciji z metil-
-ciklodekstrinom (MCD). 
TEM slike LK 1/1 po 12 urni inkubaciji z MCD v molskem razmerju MCD/Chol = 0/1 (A), 1/1 (B), 10/1 (C) 
in 30/1 (D). Merilo v sliki. 
 




Slika 28. Slike transmisijske elektronske mikroskopije (TEM) velikih unilamelarnih veziklov (LUV) po 
inkubaciji z metil--ciklodekstrinom (MCD). 
TEM slike LUV 1/1 po 12 urni inkubaciji z MCD v molskem razmerju MCD/Chol = 0/1 (A), 1/1 (B), 10/1 (C) 
in 30/1 (D). Merilo v sliki. 
 
Vstavljanje holesterola v membrane smo študirali s pomočjo vključitvenega metil--
ciklodekstrin kompleksa. Pripravili smo 10 mM vključitveni kompleks MCD s holesterolom 
(MCD-Chol kompleks) in ugotovili, da v LK 4/1 in LUV 4/1 s SPR tehniko ne moremo 
uspešno vgraditi Chol. Zato smo pripravljeni kompleks zmešali z vzorcema LK 4/1 in LUV 
4/1 v molskem razmerju MCD-Chol kompleks/Chol = 10/1 (mol/mol) ter lipidne mešanice 
temperirali tri dni na sobni temperaturi. Z gelsko izključitveno kromatografijo smo odstranili 
MCD-Chol kompleks ter vzorca imobilizirali na SPR čip. Nato smo z vezavo 500 nM PFO 
potrdili, da se da Chol uspešno dovesti tudi v oba lipidna sistema (Slika 29).  
 
 




Slika 29. Senzorgrami vezave perfringolizina O (PFO) na lipidne kapljice (LK) in velike unilamelarne 
vezikle (LUV) po inkubaciji z vključitvenim metil--ciklodekstrin-Chol kompleksom (MCD-Chol 
kompleks). 
Senzorgrami vezave 500 nM PFO na LK 4/1 (A) in LUV 4/1 (B) pred in po njuni 3 dnevni inkubaciji z 
vključitvenim MCD-Chol kompleksom.  
 
Vpliv vključitvenega MCD-Chol kompleksa na LK 4/1 in LUV 4/1 smo raziskali tudi z AF4 
in meritvami -potenciala. Potrdili smo, da inkubacija z MCD-Chol kompleksom nima vpliva 
na velikost LK 4/1 (Preglednica 14), medtem ko smo po inkubaciji LUV 4/1 (Preglednica 15) 
opazili spremembo v velikosti. Predvidevamo, da se le-ta povečala zaradi uspešne vključitve 
Chol v membrano LUV 4/1, saj je znano, da je velikost liposomov lahko odvisna od vsebnosti 
Chol v membrani (Lee in sod., 2005). Velikost LK je na drugi strani omejena z oljno sredico, 
zato zaznavne spremembe v njihovi velikosti niso pričakovane, kar je v skladu z AF4 rezultati. 
Sprememb v vrednosti -potencialov po inkubaciji LK 4/1 (Preglednica 14) in LUV 4/1 
(Preglednica 15) z MCD-Chol kompleksom nismo zaznali.  
 
Preglednica 14. Določitev radija sukanja (Rg) z AF4-MALS ter vrednosti -potencialov za LK 4/1 po 3 dnevni 
inkubaciji z MCD-Chol vključitvenim kompleksom. 
LK 4/1 
Rg (nm) 
x ± s.d., n = 2 
-potencial (mV) 
x ± -dev., n=3 
MCD kompleks/Chol = 0/1 (mol/mol) 46 ± 3 -13 ± 6 
MCD kompleks/Chol = 10/1 (mol/mol) 49 ± 5 -13 ± 8 
 
 
Preglednica 15. Določitev radija sukanja (Rg) z AF4-MALS ter vrednosti -potencialov za LUV 4/1 po 3 dnevni 
inkubaciji z MCD-Chol vključitvenim kompleksom. 
LUV 4/1 
Rg (nm) 
x ± s.d., n = 2 
-potencial (mV) 
x ± -dev., n=3 
MCD kompleks/Chol = 0/1 (mol/mol) 68 ± 5 -5 ± 4 
MCD kompleks/Chol = 10/1 (mol/mol) 157* -6 ± 4 
*…n = 1: zaradi slabšega odziva detektorja natančne vrednosti Rg nismo mogli zanesljivo določiti. 
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Na TEM slikah vzorcev LK 4/1 in LUV 4/1 po inkubaciji z vključitvenim kompleksom MCD-
Chol ni opaznih razlik (Slika 30).  
 
 
Slika 30. Slike transmisijske elektronske mikroskopije (TEM) lipidnih kapljic (LK) in velikih 
unilamelarnih veziklov (LUV) po inkubaciji z vključitvenim metil--ciklodekstrin-Chol kompleksom 
(MCD-Chol kompleks). 
TEM slike LK 4/1 (A) in LUV 4/1 (B) pred ter LK 4/1 (C) in LUV 4/1 (D) po inkubaciji z MCD-Chol 
kompleksom v molskem razmerju MCD-Chol kompleks/Chol = 10/1. Merilo v sliki. 
 
Za kontrolo smo pri študiji vpliva MCD in vključitvenega kompleksa MCD-Chol uporabili 
LK in LUV, katerih plašč gradi zgolj SM (Dodatek B4). Pokazali smo, da MCD ne ekstrahira 
SM, uspešno pa smo tudi dovedli Chol tako v LK 4/1 kot tudi LUV 4/1, kar smo potrdili z 
vezavo 500 nM PFO na oba lipidna sistema (Slika B4.4, Dodatek B4).    
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5.3. Študij interakcij lipidnih kapljic in velikih unilamelarnih veziklov z izbranimi 
beljakovinskimi tvorci por 
 
LK in LUV smo uporabili kot modelna lipidna sistema za študij interakcij z izbranimi 
beljakovinskimi tvorci por.  
 
5.3.1. Beljakovinski tvorci por kot orodje za preučevanje lastnosti lipidnih membran 
Znano je, da od holesterola-odvisni citolizini za interakcijo z lipidnimi membranami 
potrebujejo dostopen holesterol (Peraro in van der Goot, 2015), medtem ko EqTx II za vezavo 
potrebuje dostopno holinsko skupino v polarni glavi SM (Rojko in sod., 2016). Sicer je 
mehanizem nastanka pore OlyA/PlyB nekoliko drugačen, a se binarna tvorca por specifično 
vežeta na SM/Chol membrane le v primeru, če je delež Chol nad 30 % (Frangež in sod., 2017; 
Ota in sod., 2013). Ker smo pokazali, da sta površini LK in LUV najverjetneje zelo podobni, 
smo predvidevali, da bi nam lahko bile lastnosti izbranih proteinskih tvorcev por v pomoč pri 
razumevanju slabo poznane strukture SM/Chol lipidnih monoslojev LK. 
Z SPR smo pokazali, da se LLO (Slika 31) in PFO (Slika 32) primerljivo vežeta na LK 1/1 in 
LUV 1/1, ne pa tudi na  LK 4/1 in LUV 4/1.    
 
 
Slika 31. Senzorgrami vezave listeriolizina O (LLO) na lipidne kapljice (LK) in velike unilamelarne vezikle 
(LUV). 
Senzorgrami vezave 50 nM LLO na LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1 in LUV 4/1. 
  
























Slika 32. Senzorgrami vezave perfringolizina O (PFO) na lipidne kapljice (LK) in velike unilamelarne 
vezikle (LUV). 




Tudi za EqTx II smo opazili primerljivo vezavo tako na LK 1/1 in LK 4/1 kot tudi na LUV 1/1 
in LUV 4/1 (Slika 33).  
 
Slika 33. Senzorgrami vezave ekvinatoksina II (EqTx II) na lipidne kapljice (LK) in velike unilamelarne 
vezikle (LUV). 




SPR odziv vezave OlyA/PlyB kompleksa na LK 1/1 je nekoliko manjši kot v primeru LUV 
1/1, se pa le ta ne veže na LK 4/1 in LUV 4/1 (Slika 34). 











































Slika 34. Senzorgrami vezave ostreolizina A (Oly A) in pleurotolizina B (PlyB) na lipidne kapljice (LK) in 
velike unilamelarne vezikle (LUV). 
Senzorgrami vezave OlyA/PlyB = 2/1 (mol/mol) na LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1 in LUV 4/1. 
 
 
Interakcije izbranih tvorcev por z LK in LUV smo preučevali tudi s površinsko občutljivo 
tehniko SHS, ki med drugim omogoča študije adsorbcije molekul na površino lipidnih veziklov 
(Das in sod., 2016; Wilhelm in Dai, 2020). Ker imajo vsi naši štirje vzorci elektronevtralno 
površino, smo jim dodali 1 molski % 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilne kisline (DMPA) 
ter tako dobili pozitivno nabite lipidne strukture. S preliminarnimi poskusi smo ugotovili, da 
lahko zaznamo spremembo SHS signala ob izredno majhnih dodatkih tvorcev por, če so le-ti 
negativno nabiti. Na podlagi izoelektričnih točk smo tako pripravili negativno nabite 
beljakovinske tvorce por. Vezavo PFO (Slika 35) in OlyA/PlyB (Slika 37) smo študirali v 
natrijevem acetatu s pH = 4,4, medtem ko smo vezavo LLO (Slika 36) in EqTx II (Slika 38) 
študirali v TRIS pufru s pH = 7,4. Spremembo v SHS signalu smo spremljali kot funkcijo 
koncentracije dodanih beljakovinskih tvorcev por. Natančnih vrednosti konstant vezav (KD) 
nismo izračunali, saj teoretični model, ki opisuje proces, še ni natančno popisan. Tako smo na 
podlagi SHS odziva določili zgolj okvirno afiniteto vezave posameznega beljakovinskega 
tvorca por do LK oziroma LUV (Preglednica 16).  
 
 
Preglednica 16. Okvirna afiniteta PFO, LLO, EqTx II in OlyA/PlyB do LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1 in LUV 
4/1 določena s SHS. 
Vzorec 
PFO 
n = 4 
LLO 
n = 4 
EqTx II 
n = 4 
OlyA/PlyB 
n = 4 
LK 1/1 ≈ 10-12 M ≈ 10-11 M ≈ 10-15 M ≈ 10-10 M 
LK 4/1 0 0 ≈ 10-15 M 0 
LUV 1/1 ≈ 10-12 M ≈ 10-11 M ≈ 10-15 M ≈ 10-10 M 
LUV 4/1 0 0 ≈ 10-15 M 0 
 
 




























Slika 35. Študija vezave perfringolizina O (PFO) na lipidne kapljice (LK) in velike unilamelarne vezikle 
(LUV) z uporabo podvojenega harmoničnega sipanja drugega reda (SHS). 
SHS študija vezave PFO na LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1 in LUV 4/1. 
 
 
Slika 36. Študija vezave listeriolizina O (LLO) na lipidne kapljice (LK) in velike unilamelarne vezikle 
(LUV) z uporabo podvojenega harmoničnega sipanja drugega reda (SHS). 
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Slika 37. Študija vezave ostreolizina A (Oly A) in pleurotolizina B (Ply B) na lipidne kapljice (LK) in velike 
unilamelarne vezikle (LUV) z uporabo podvojenega harmoničnega sipanja drugega reda (SHS). 
SHS študija vezave OlyA/PlyB = 2/1 (mol/mol) na LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1 in LUV 4/1. 
 
 
Slika 38. Študija vezave ekvinatoksina II (EqTx II) na lipidne kapljice (LK) in velike unilamelarne vezikle 
(LUV) z uporabo podvojenega harmoničnega sipanja drugega reda (SHS). 
SHS študija vezave EqTx II na LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1 in LUV 4/1. 
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S cryo-EM smo pokazali, da LLO na površini LK 1/1 (Slika 39 A) in LUV 1/1 (Slika 39 B) 
tvorita podobne strukture. V obeh primerih smo namreč opazili nitaste oligomere velikosti 20 




Slika 39. Vizualizacija vezave listeriolizina O (LLO) na lipidne kapljice (LK) in velike unilamelarne vezikle 
(LUV) s kriogeno elektronsko mikroskopijo (Cryo-EM).  
Cryo-EM slike vezave LLO na LK 1/1 (A) in LUV 1/1 (B). Na slikah so s puščicami označeni pre-pora ter nitasti 
oligomeri. Merilo v sliki. 
 
Ob vezavi PFO smo na površini LK 1/1 (Slika 40 A) in LUV 1/1 (Slika 40 B) opazili krožne 
oligomere velikosti 20 – 40 nm ter nepopolne lokaste strukture (angl. arc-like). 
  
 
Slika 40. Vizualizacija vezave perfringolizina O (PFO) na lipidne kapljice (LK) in velike unilamelarne 
vezikle (LUV) s kriogeno elektronsko mikroskopijo (Cryo-EM).  
Cryo-EM slike vezave PFO na LK 1/1 (A) in LUV 1/1 (B). Na slikah so s puščicami označeni pre-pora, 
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Ob vezavi OlyA/PlyB na LK 1/1 Slika 41 A) in LUV 1/1 (Slika 41 B) smo opazili podobne 
oligomere velikosti 20 – 40 nm. Prav tako so se na površini LK pojavili t.i. mostički, ki so jih 
že prej vizualizirali na površini LUV (Ota in sod., 2013; Schlumberger in sod., 2014).  
 
 
Slika 41. Vizualizacija vezave ostreolizina A (Oly A) in pleurotolizina B (Ply B) na lipidne kapljice (LK) in 
velike unilamelarne vezikle (LUV) s kriogeno elektronsko mikroskopijo (Cryo-EM).  
Cryo-EM slike vezave OlyA/PlyB na LK 1/1 (A) in LUV 1/1 (B). Na slikah so s puščicami označeni mostiček ter 
krožni oligomeri. Merilo v sliki. 
 
 
Ob vezavi EqTx II smo na površini LK 1/1 (Slika 42 A), LUV 1/1 (Slika 42 B), LK 4/1 (Slika 













Slika 42. Vizualizacija vezave ekvinatoksina II (EqTx II) na lipidne kapljice (LK) in velike unilamelarne 
vezikle (LUV) s kriogeno elektronsko mikroskopijo (Cryo-EM).  
Cryo-EM slike vezave EqTx II na LK 1/1 (A), LUV 1/1 (B), LK 4/1 (C) in LUV 4/1 (D). Na slikah so s puščicami 
označeni oligomeri. Merilo v sliki. 
 
 
5.3.2. Študij nastanka transmembranske pore na primeru perfringolizina O 
Mikroskopija je tehnika, ki omogoča preučevanje zelo majhnih struktur. S TEM smo najprej 
vizualizirali nastale strukture PFO na površini LK 1/1 in LUV 1/1 ter v ozadju (Slika 43). 
Opazili smo oligomere velikosti 20 – 40 nm ter nepopolne lokaste (angl. arc-like) strukture 
(Vezočnik in sod., 2018). Čeprav s to vrsto mikroskopije ni moč ločiti med pre-porami in 
transmembranskimi porami, smo sklepali, da v primeru LK svetlejša barva vezanih oligomerov 
ter več beljakovinskih struktur v ozadju potrjujeta našo tezo o nastanku pre-por. V primeru 
LUV je namreč v ozadju precej manj beljakovinskih struktur, vezani oligomeri pa so v večini 










Slika 43. Vizualizacija vezave perfringolizina O (PFO) na lipidne kapljice (LK) in velike unilamelarne 
vezikle (LUV) s transmisijsko elektronsko mikroskopijo (TEM).  
TEM vizualizacija vezave PFO na LK 1/1 (A) in LUV 1/1 (B) pred dodatkom PFO, ter LK 1/1 (C) in LUV 1/1 
(D) po dodatku PFO. Povečavi slik v C in D prikazujeta na površini LK in LUV nastalo lokasto strukturo ter 
oligomer. Merilo v sliki. 
 
Ker pa 2D strukture ne omogočajo zanesljive ločitve med pre-porami in transmembranskimi 
porami, smo uporabili tudi tehniko cryo-EM. Tu se z zamrznitvijo vzorca ohrani trenutno 
stanje, s pomočjo tomografije pa je včasih moč določiti tudi 3D strukture, ki jih tvorijo 
protomeri. Ker je določitev le teh praviloma zelo težavna, smo podrobneje preučili zgolj vezavo 
PFO na LK 1/1 (Slika 44). Čeprav tvorba transmembranske pore PFO v dvoslojnih lipidnih 
membranah velja za dokaj dobro raziskan proces (Johnson in sod., 2017; Johnson in Heuck, 
2014; Lukoyanova in sod., 2015; Savinov in Heuck, 2017), pa je še zmeraj prisotnih veliko 
neznank o strukturi in lastnostih t.i. pre-por (Dang in sod., 2005; Kulma in sod., 2019; Morante 
in sod., 2016; Shepard in sod., 2000; van Pee in sod., Wade in sod., 2015). S cryo-EM smo 
potrdili, da ob vezavi PFO na LK monoslojna membrana ostane intaktna (Slika 44). Opazili 
smo različne stopnje tvorbe pre-pore, kjer se le ta na začetku nahaja na površini (Slika 44 A), 
500 nm 500 nm 
500 nm 500 nm 
20 nm 20 nm 
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s časoma pa se monoslojna membrana LK začne ugrezati (Slika 44 B in C), dokler ni na koncu 
strukturno (Slika 44 D) ter glede na velikost podobna pravi transmembranski pori (Tilley et al., 
2005), ki pa je na koncu -sodčka še vedno omejena proti oljni sredici z monoslojno 
membrano.  
 
Slika 44. Študija vezave perfringolizina O (PFO) na lipidne kapljice (LK) ter nastanek pre-pore s kriogeno 
elektronsko mikroskopijo (Cryo-EM).  




Prav tako smo potrdili strukturno podobnost med pre-porami na površini LK 1/1 (Slika 45 A) 
in LUV 1/1 (Slika 45 C). Cryo-EM sliki pogleda od zgoraj tudi potrjujeta primerljivo velikost 
nastalih struktur na površini LK 1/1 (Slika 45 B) in LUV 1/1 (Slika 45 D).  
 
 
Slika 45. Študija strukture pre-pore perfringolizina O (PFO) pri vezavi na lipidne kapljice (LK) in velike 
unilamelarne vezikle (LUV) s kriogeno elektronsko mikroskopijo (Cryo-EM).  
Cryo-EM študija strukture pre-pore PFO na površini LK 1/1 (A) s pogledom od zgoraj (B) in LUV 1/1 (C) s 
pogledom od zgoraj (D). Merilo v sliki. 
 
5.3.3. Primerjava vezave perfringolizina O na tri različne modelne lipidne sisteme 
Primerjavo med monoslojem LK, LUV in interfazo med vodo in zrakom (Langmuirjev 
monosloj) smo preučili s pomočjo vezave PFO (Slika 46). Ugotovili smo, da strukture na 
Langmuirjevem monosloju (Slika 46 A) niso čisto podobne tistim, ki smo jih opazili na LK 
(Slika 46  C) in LUV (Slika 46 B). Tu namreč prevladujejo lokaste in nepopolne beljakovinske 
strukture. Prav tako so opazne strukture v ozadju, ki so vse najverjetneje le ostanki lipidnega 
monosloja. Ni pa seveda izključeno, da se poleg nahajajo tudi druge beljakovinske strukture. 
Možno je, da so se oligomeri poškodovali med pripravo vzorca za TEM, saj smo Langmuirjev 
monosloj skupaj z vezanim PFO pritrdili na ogljikovo mrežico tako, da smo se z njo zgolj 
dotaknili površine monosloja (Vezočnik in sod., 2018).   
 
 




Slika 46. Študija vezave perfringolizina O (PFO) na lipidne kapljice (LK), velike unilamelarne vezikle 
(LUV) in Langmuirjev monosloj s transmisijsko elektronsko mikroskopijo (TEM). 
TEM študija vezave PFO na SM/Chol = 1/1 (mol/mol) Langmuirjev monosloj (A), LUV 1/1 (B) in LK 1/1 (C). 
Merilo v sliki.  
 
 
5.3.4. Vizualizacija Langmuirjevega monosloja 
Preučili smo vezavo 500 nM PFO na Langmuirjev monosloj SM/Chol = 1/1 (mol/mol) (LM 
SM/Chol 1/1) in SM/Chol = 4/1 (mol/mol) (LM SM/Chol 4/1) (Slika 47).   
 
 
Slika 47. Študija vezave perfringolizina O (PFO) na Langmuirjev monosloj (LM). 
Vezava 500 nM PFO na SM/Chol = 1/1 (mol/mol) Langmuirjev monosloj (LM SM/Chol 1/1, n = 5) in SM/Chol 
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S TEM nam je uspelo vizualizirati LM SM/Chol 1/1 pri treh različnih tlakih ter tudi nastale 
strukture PFO (Slika 48). Čeprav so opazne razlike med posameznimi nanosi lipidov, pa so 
nastale PFO strukture ne glede na tlak zelo podobne (Vezočnik in sod., 2018). Vizualizacija 




Slika 48. Vizualizacija Langmuirjevega monosloja s transmisijsko elektronsko mikroskopijo (TEM).  
TEM vizualizacija SM/Chol = 1/1 (mol/mol) Langmuirjevega monosloja brez PFO (-PFO) ter z dodatkom PFO 
(+PFO) pri tlakih 6, 17 in 31 mN/m. Merilo v sliki. 
  
 




6.1. Priprava in karakterizacija umetnih lipidnih kapljic 
Za pripravo nanoemulzij LK smo razvili modificirano metodo izmenjave topila, ki v primerjavi 
z ostalimi metodami priprave podobnih lipidnih struktur (Ben M’barek in sod., 2017; Chen in 
sod., 2015; Liu in sod., 2015; Saito in sod., 1995; Vezočnik in sod., 2015; Wang in sod., 2016) 
omogoča boljšo ohranitev izhodiščne lipidne sestave, ponovljive velikosti ter večje izkoristke 
uporabljenih lipidov (Vezočnik in sod., 2018). Metoda se je izkazala kot uspešna tudi za 
pripravo vseh vrst lipidnih veziklov, še posebej tistih, ki vsebujejo fosfolipide z dolgimi togimi 
verigami ali pa nabite lipide. Z modificirano Fujiwarovo reakcijo (Reith in sod., 1974) smo 
kolorimetrično preverili vsebnost sledov kloroforma v vzorcih in ugotovili, da je vsebnost le-
teh pod 1 ppb. Z encimskimi kolorimetričnimi testi smo določili posamezne vsebnosti TOG, 
SM in Chol v vzorcih ter tako potrdili, da lipidna sestava ustreza izhodiščnim teoretičnim 
vrednostim.  
Pokazali smo, da je mogoče pripraviti stabilne nanoemulzije LK, ki jih sestavljajo lipidi v 
molskem razmerju TOG : SM : Chol = 70 : 15 : 15 (LK 1/1) (molsko razmerje SM in Chol v 
monosloju 1 : 1) oziroma  70 : 24 : 6 (LK 4/1) (molsko razmerje SM in Chol v monosloju 4 : 
1). Z DLS smo preverili njihovo časovno stabilnost ter ugotovili, da so LK obstojne pri 
različnih temperaturah (6, 25 in 37 °C) najmanj tri mesece (Vezočnik in sod., 2018). Prav tako 
smo potrdili, da so pripravljeni vzorci stabilni v puferskih raztopinah z različnimi ionskimi 
jakostmi ter pH območju. 
Z meritvami -potenciala smo raziskali, kako lipidna sestava vpliva na površinske lastnosti LK 
(Vezočnik in sod., 2018). Pokazali smo, da je razmerje med oljno sredico ter SM/Chol 
monoslojem zelo pomembno za nastanek nanoemulzij LK, ki jih prekriva zgolj monosloj. Prav 
tako smo ugotovili, da je razmerje med SM in Chol zelo pomembno za tvorbo monoslojnih 
LK. Zaradi svoje spontane negativne ukrivljenosti Chol sam namreč ne more v celoti pokriti 
površine kapljice, zato se tvorijo nestabilne nanoemulzije. Nasprotno pa smo uspešno pripravili 
trigliceridne kapljice, prekrite zgolj s SM. S SHS smo potrdili, da sta naša vzorca kapljic 
povsem prekrita s SM/Chol monoslojem, saj morebitna izpostavljenost TOG močno zviša SHS 
intenziteto (Okur in sod., 2017; Vezočnik in sod., 2018). Naši rezultati tudi dokazujejo, da je 
optimalno molsko razmerje med sredico in ovojem za tvorbo monoslojnih kapljic odvisno od 
uporabljenih amfifilnih lipidov.   
Z UPLC-MS smo potrdili prisotnost proste oleinske kisline v vzorcih LK in ugotovili, da se 
njena količina s časom povečuje in s tem tudi  -potencial. Vzorca LK smo tudi titrirali z 
oleinsko kislino in merili vrednosti -potenciala. Ugotovili smo, da se vrednosti ustalijo pri ≈ 
-30 mV. Sklepamo, da je prisoten proces spontane hidrolize TOG, ki jo pospešita tako 
sonikacija kot tudi elektrokinetične meritve. Pokazali smo, da je spontana hidroliza neodvisna 
od temperature ter prisotnosti kisika. Glede na pridobljene rezultate predvidevamo, da 
hidrolizira zgolj majhen delež TOG. Z vezavo od Chol-odvisnih citolizinov smo tudi potrdili, 
da se v oljni sredici LK nahaja zgolj majhen delež Chol.   
Nanoemulzije so termodinamsko nestabilne strukture (Delmas in sod., 2013). Z DLS študijo 
ter komplementarnimi EPR, AF4 in elektrokinetičnimi meritvami smo potrdili, da lahko 
SM/Chol monosloj učinkovito kinetično stabilizira lipidne nanoemulzije, ki pa so zaradi 
spontane hidrolize TOG kemijsko nestabilne strukture, kar smo potrdili z UPLC-MS.  
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6.2. Primerjava lipidnih kapljic in velikih unilamelarnih veziklov 
Ugotovili smo, da je premer LK v povprečju cca. 50 nm manjši kot od LUV. Z AF4, 
sklopljenim z večdetektorskin sistemom, smo pokazali, da je porazdelitev velikosti 
ekstrudiranih LUV ožja kot porazdelitev velikosti kapljic, ki so bile pripravljene z 
ultrasonikacijo. Ožja porazdelitev velikosti pomeni, da so vzorci LUV bolj homogeni kot LK, 
katerih fraktogrami nakazujejo prisotnost heterogene populacije, kar je v skladu s TEM in 
Cryo-EM slikami lipidnih struktur. S tem smo tudi pokazali, da DLS ni najbolj zanesljiva 
metoda za določitev porazdelitve velikosti delcev. Iz kvocienta med Rg in Rh smo izračunali še 
 in ga primerjali z znanimi teoretičnimi vrednostmi za sferične strukture (Schärtl, 2010). Na 
ta način smo potrdili, da je v primeru LK masa v strukturi enakomerno porazdeljena, medtem 
ko je pri LUV le ta skoncentrirana v ovoju, kar je oboje v skladu s predvideno strukturo teh 
lipidnih tvorb. Ugotovili smo tudi, da laminarni pretok pri AF4 vpliva na izmerjeno vrednost 
Rh (Sitar in sod., 2017). Zanesljivo lahko Rh določimo le pri nizkih laminarnih pretokih, 
medtem ko je potrebno pri višjih pretokih Rh določiti s statičnimi meritvami DLS (»batch 
mode«). Laminarni pretok na določitev Rg nima vpliva, ker je le ta neodvisen od Brownovega 
gibanja in difuzije. Morebitno reverzibilno deformacijo LK in LUV v asimetričnem kanalu 
AF4 preko izračuna  nismo zaznali. Prav tako smo pokazali, da ima izbrana mobilna faza 
vpliv na ločbo LUV oziroma LK v AF4 kanalu (Vezočnik in sod., 2015). 
V naslednjem koraku smo se osredotočili na površinske lastnosti LK in LUV. Z meritvami -
potenciala smo ugotovili, da imajo vsi štirje vzorci neto elektronevtralno površino, kar smo 
potrdili tudi s SHS. SHS signali (Vezočnik in sod., 2018) nakazujejo, da je orientacija vodnih 
molekul ob površini vseh vzorcev LK in LUV zelo podobna, kar pomeni, da med vzorci LK in 
LUV ne more biti velikih razlik v površinskih lastnostih. Predvidevamo tudi, da je orientacija 
fosfatnih glav na površini obeh lipidnih struktur podobna.  
Z EPR smo raziskali pojavljanje SM/Chol lipidnih domen v membranah LK in LUV. Rezultati 
nakazujejo, da je urejenost SM/Chol domen v LK 1/1 in LUV 1/1 ter LK 4/1 in LUV 4/1 zelo 
podobna. Z EPR smo tudi ugotovili, da se urejenost v naših membranah ne spremeni v obdobju 
enega meseca, kar je dodatna potrditev stabilnosti vzorcev LK in LUV. Z uporabo 
računalniških simulacij smo pokazali, da so tako kot v LUV 4/1 (Rebolj et al., 2010), tudi v 
monosloju LK 4/1 prisotni dve lipidni domeni z različnima ureditvenima parametroma. V LK 
1/1 in LUV 1/1 pa je pričakovano vidna zgolj ena lipidna domena. Ugotovili pa smo, da je 
vrednost P(a) od LK 1/1 večja kot od LUV 1/1, kar najverjetneje pomeni, da je dvosloj v LUV 
1/1 bolj izpostavljen vodni fazi. Pri vzorcih LK in LUV z večjo vsebnostjo SM pa je situacija 
obratna; tu je najverjetneje prisotna razlika v hidrataciji zunanjega dela membrane. EPR 
rezultati tako potrjujejo, da SM in Chol tvorita stabilne lipidne domene v membranah obeh 
lipidnih sistemov, kjer Chol poveča urejenost. Kot komplementarno tehniko EPR smo 
uporabili še Ramansko spektroskopijo, s katero smo nakazali prisotnost t.i. SM-skupkov, 
značilnih za lipidne rafte, tudi v LK (Shirota in sod., 2016).  
Z SPR smo pokazali, da je kinetika ekstrakcije holesterola iz LK 1/1 in LUV 1/1 (Beseničar in 
sod., 2008) z uporabo 1 mM, 2 mM in 4 mM raztopine MCD v času 600 sekund zelo podobna. 
Na podlagi kinetike lahko sklepamo, da je ekstrakcija Chol v obeh vzorcih več stopenjski 
proces. Znano je, da je del Chol v dvoslojnih membranah težje dostopen, a lahko zlahka prehaja 
med zunanjo in notranjo membrano, čemur pravimo flip/flop-difuzija (Thallmair in sod., 2018). 
Čeprav je flip/flop-difuzija v primeru LK 1/1 zelo malo verjetna, rezultati nakazujejo, da je 
tudi tu del Chol težje dostopen, kar potrjuje opažanja o strukturni podobnosti med SM/Chol 
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mono- in dvoslojnimi membranami.  Z vezavo PFO smo tudi preverjali količino Chol po 
ekstrakciji z MCD. Pokazali smo, da se večina Chol ekstrahira že po 600 sekundah.  
Pripravili smo tudi 10 mM kompleks MCD s Chol in ugotovili, da v primerih LK 4/1 in LUV 
4/1 ne moremo uspešno vgraditi holesterola. Zato smo pripravljeni kompleks zmešali z 
vzorcema LK 4/1 in LUV 4/1 v molskem razmerju 10/1 (mol/mol) ter lipidne mešanice 
temperirali tri dni na sobni temperaturi. Z gelsko izključitveno kromatografijo smo odstranili 
MCD-Chol vključitveni kompleks ter vzorca imobilizirali na SPR L1 čip. Nato smo s SPR in 
vezavo PFO pokazali, da se da Chol uspešno dovesti tudi v oba lipidna sistema. Z AF4 smo po 
inkubaciji s kompleksom zaznali spremembo v velikosti LUV 4/1, medtem ko je velikost LK 
4/1 ostala nespremenjena. Vpliv MCD na lipidne vzorce (velikost, oblika, porazdelitev 
velikosti, PI) smo raziskali še z AF4, TEM in elektro-kinetičnimi meritvami ter potrdili, da le 
ta nima vpliva na njihovo stabilnost in velikost, kar je najverjetneje potrditev, da se le ta ne 
adsorbira na površini LK oziroma LUV, niti se ne vgradi v njihove lipidne membrane.     
S cryo-EM LK smo opazili hibridno strukturo nekaterih delcev, sestavljenih iz LK in LUV. 
Prvi del, napolnjen z oljem ter obdan z lipidnim monoslojem, je tako strukturno podoben LK, 
medtem ko drugi del predstavlja dvosloj, kar strukturno ustreza LUV. To pomeni, da je mogoča 
sorazmerno stabilna koeksistenca LK in LUV in da za to ni potreben kakšen poseben protein. 
Hibridna struktura omogoča tudi določitev debeline monosloja, saj je na stični površini med 
obema deloma strukture dobro vidna meja. V sami LK pa debeline monosloja nismo mogli 
natančno določiti. Izmerjena debelina dvosloja je tako ≈ 6 nm, monosloja pa ≈ 2.5 nm. 
Sklepamo tudi, da je Laplace-ov tlak (to je razlika med zunanjim in notranjim tlakom lipidne 
strukture) v obeh delih hibridne strukture enak, saj v nasprotnem primeru takšna struktura ne 
bi bila obstojna. Na podlagi teh ugotovitev lahko zaključimo, da je zaradi podobne velikosti ter 
oblike LK in LUV tudi njun Laplace-ov tlak zelo podoben. 
Z AFM smo ugotovili, da je za LK je potrebna sila za prebadanje večja kot za LUV, prav tako 
pa smo ugotovili, da so SM/Chol membrane z večjo vsebnostjo SM bolj toge (LK 4/1 in LUV 
4/1). Celoten premik tipala z je za vse vzorce pričakovano podoben, saj so njihove velikosti 
primerljive. Na drugi strani pa lahko na podlagi premika tipala brez prebadanja z' sklepamo, 
da so se LUV pred predrtjem bolj deformirale kot LK. To je tudi v skladu s pričakovanji, saj 
imajo LK oljno sredico. Do sedaj je bila v podobnih AFM eksperimentih kot podlaga za 
imobilizacijo vzorca uporabljena sljuda, ki pa ni bila primerna za preučevanje LK, ker jih v 
tekočinski celici nismo mogli imobilizirati nanjo (Ho in sod., 2021). Zato smo za površino 
uporabili čipe za SPR. LUV smo imobilizirali na sljudo ter SPR čipa L1 in HPA. Ugotovili 
smo, da podlaga nima vpliva na izračun sil. Za poskuse smo nato uporabili L1 čip, saj smo le 
tega vedno uporabljali pri SPR poskusih in nas je zato tudi zanimalo, kakšne so lastnosti 
imobiliziranih LK in LUV. Potrdili smo, da naši vzorci na L1 čipih ne agregirajo, se pa 
spremenita njihova velikost ter oblika, najverjetneje zaradi njihove adsorpcije na trdno 
površino. 
 
6.3. Študij interakcij beljakovinskih tvorcev por z lipidnimi kapljicami in velikimi 
unilamelarnimi vezikli 
V zadnjem koraku smo LK in LUV uporabili kot modelna lipidna sistema za študij interakcij 
z beljakovinskimi tvorci por. Z SPR smo tako najprej pokazali, da se izbrani beljakovinski 
tvorci por primerljivo vežejo na kapljice in liposome. Hkrati smo kot prvi tudi predstavili nov 
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in učinkovit protokol regeneracije L1 čipa po imobilizaciji (nano)emulzij (Vezočnik, 2018). 
Znano je, da CDC za interakcijo z lipidnimi membranami potrebujejo dostopen Chol (Peraro 
in van der Goot, 2015). Ker se LLO in PFO vežeta na LK 1/1 in LUV 1/1, ne pa tudi na  LK 
4/1 in LUV 4/1 (Peraro in van der Goot, 2015), mora biti tako kot v LUV 1/1 tudi v LK 1/1 
Chol dostopen za vezavo. Posledično lahko predvidevamo, da je urejenost SM/Chol = 1/1 
(mol/mol) mono- in dvosloja zelo podobna, kar nakazujejo tudi EPR rezultati. V prid temu 
govorijo tudi SPR rezultati vezave EqTx II na LK 1/1, LUV 1/1, LK 4/1 in LUV 4/1 (Vezočnik 
in sod., 2018), saj EqTx II za vezavo potrebuje dostopno holinsko skupino v polarni glavi SM 
(Rojko in sod., 2016). Na podlagi tega tako sklepamo, da je orientacija polarnih glav v LK 1/1 
in LUV 1/1 oziroma LK 4/1 in LUV 4/1 najverjetneje zelo podobna. Zaradi drugačnega 
mehanizma tvorbe transmembranske pore kompleksa OlyA/PlyB, je odziv vezave na LK 1/1 
najverjetneje nekoliko manjši kot v primeru LUV 1/1.  
Z SHS smo določili okvirno afiniteto vezave vseh izbranih tvorcev por na kapljice in liposome. 
Spremembo v SHS signalu smo spremljali kot funkcijo koncentracije dodanih beljakovinskih 
tvorcev. Določene vrednosti KD so zgolj okvirne, saj natančen vezavni model še ni povsem 
popisan. Opazili pa smo, da je afiniteta vezave EqTx II do LK in LUV največja, medtem ko je 
afiniteta OlyA/PlyB do LK in LUV najmanjša, kar je povsem v skladu s SPR rezultati. S SHS 
smo prav tako potrdili primerljivo afiniteto posameznega beljakovinskega tvorca por do LK in 
LUV. 
Za vizualizacijo vezave izbranih tvorcev por smo uporabili tehniki elektronske mikroskopije 
TEM in cryo-EM. Sprva smo s TEM, kjer smo vzorce kontrastirali z uranil acetatom, dobili 
2D slike struktur izbranih tvorcev por. Pri vezavi LLO in PFO na LK 1/1 in LUV 1/1 smo 
opazili oligomere velikosti 20 – 40 nm ter nepopolne lokaste (angl. arc-like) strukture 
(Vezočnik in sod., 2018). Čeprav s to vrsto mikroskopije ni moč ločiti med pre-porami in 
transmembranskimi porami, smo sklepali, da v primeru LK svetlejša barva vezanih oligomerov 
ter več beljakovinskih struktur v ozadju potrjujeta našo tezo o nastanku pre-por. V primeru 
LUV je namreč v ozadju precej manj beljakovinskih struktur, vezani oligomeri pa so v večini 
precej temnejši, kar najverjetneje pomeni, da je kontrastno sredstvo prešlo skozi membrano. 
Ker EqTx II tvori strukture velike zgolj 2 nm, njihova vizualizacija s TEM ni bila mogoča. S 
cryo-EM smo na koncu potrdili, da ob vezavi vseh izbranih tvorcev por na LK monoslojna 
membrana ostane intaktna. Opazili smo različne stopnje tvorbe pre-por ter dobili 3D slike 
struktur. Še posebej presenetljiv je pojav pre-pore, ki je zelo podobna pravi transmembranski 
pori. Tukaj jo imenujemo pre-pora, ker je na koncu -sodčka omejena proti oljni sredici z 
monoslojno membrano. Kot prvi pa smo uspešno vizualizirali tvorbo pre(pore) EqTx II tako 
na LK kot tudi na LUV.     
Primerjavo med monoslojem LK in interfazo med vodo in zrakom (Langmuirjev monosloj) 
smo preučili s pomočjo vezave PFO. S TEM nam je uspelo vizualizirati SM/Chol = 1/1 
(mol/mol) Langmuirjev monosloj pri treh različnih tlakih ter strukture PFO (Vezočnik in sod., 
2018). Ugotovili smo, da strukture na Langmuirjevem monosloju niso čisto podobne tistim, ki 
smo jih opazili na LK in LUV. Tu namreč prevladujejo lokaste in nepopolne beljakovinske 
strukture. Prav tako so opazne strukture v ozadju, ki so vse najverjetneje le ostanki lipidnega 
monosloja, ni pa seveda izključeno, da se poleg nahajajo tudi druge beljakovinske strukture. 
Možno je, da so se oligomeri poškodovali med pripravo vzorca za TEM, saj smo Langmuirjev 
monosloj skupaj z vezanim PFO pritrdili na ogljikovo mrežico tako, da smo se z njo zgolj 
dotaknili površine monosloja (Vezočnik in sod., 2018).   
 




Razvili smo novo metodo priprave lipidnih nanoemulzij za potrebe laboratorijskih študij. 
Pokazali smo, da je mogoče pripraviti stabilne LK, ki jih prekrivata SM in Chol v različnih 
molskih razmerjih, in da imajo podobno osnovno zgradbo in lastnosti kot naravne LK. Molsko 
razmerje med oljno sredico in ovojem LK je odvisno od uporabljenih amfifilnih lipidov.  
LK in LUV smo primerjalno študirali z različnimi tehnikami ter med drugim raziskali njihove 
površinske lastnosti, obliko, lipidne domene, vpliv holesterola ter elastičnost SM/Chol mono- 
in dvosloja. Rezultati nakazujejo, da so fizikalno kemijske lastnosti obeh lipidnih struktur zelo 
podobne ter da t.i. lipidne rafte in SM-skupke lahko najdemo tudi v LK.  
Primerjalno smo raziskali SM/Chol Langmuirjev monosloj, ki se je do sedaj običajno 
uporabljal za študij pre-por. Z vizualizacijo vezave PFO na oba modelna sistema smo pokazali, 
da so LK najverjetneje boljši približek LUV.  
S cryo-EM smo potrdili, da lahko v monosloju LK nastanejo zgolj pre-pore. Opazili pa smo 
tudi različne stopnje tvorbe pre-por, kjer je sama struktura podobna pori, a je monoslojna 
membrana LK v lumnu pre-pore ves čas intaktna, vendar ugreznjena v notranjost oljne sredice. 
Zaradi tega so lahko kapljice uporabne tudi za primerjalne študije mehanizmov nastanka 
transmembranskih por v dvoslojnih membranah. Kot prvi pa smo uspešno vizualizirali tvorbo 
pre(pore) EqTx II tako na LK kot tudi na LUV.   
Dokazali smo, da dobro definirane umetne LK z natančno izdelanim protokolom priprave 
predstavljajo pomembo orodje na področju bioloških in bio(medicinskih) raziskav.   
 




Akbarzadeh, A., Rezaei-Sadabady, R., Davaran, S., Joo, S.W., Zarghami, N., Hanifehpour, Y., 
Samiei, M., Kouhi, M., Nejati-Koshki, K., 2013. Liposome: classification, preparation, 
and applications. Nanoscale Res. Lett. 8, 102. https://doi.org/10.1186/1556-276X-8-
102 
Alliod, O., Valour, J.-P., Urbaniak, S., Fessi, H., Dupin, D., Charcosset, C., 2018. Preparation 
of oil-in-water nanoemulsions at large-scale using premix membrane emulsification 
and Shirasu Porous Glass (SPG) membranes. Colloids Surf. Physicochem. Eng. Asp., 
“A Collection of Papers Presented at the 31st ECIS Meeting, Madrid, Spain, 3-8 
September, 2017” 557, 76–84. https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2018.04.045 
Ambroggio, E.E., Kim, D.H., Separovic, F., Barrow, C.J., Barnham, K.J., Bagatolli, L.A., 
Fidelio, G.D., 2005. Surface Behavior and Lipid Interaction of Alzheimer β-Amyloid 
Peptide 1–42: A Membrane-Disrupting Peptide. Biophys. J. 88, 2706–2713. 
https://doi.org/10.1529/biophysj.104.055582 
Anderluh, G., Lakey, J.H., 2008. Disparate proteins use similar architectures to damage 
membranes. Trends Biochem. Sci. 33, 482–490. 
https://doi.org/10.1016/j.tibs.2008.07.004 
Ando, J., Kinoshita, M., Cui, J., Yamakoshi, H., Dodo, K., Fujita, K., Murata, M., Sodeoka, 
M., 2015. Sphingomyelin distribution in lipid rafts of artificial monolayer membranes 
visualized by Raman microscopy. Proc. Natl. Acad. Sci. 112, 4558–4563. 
https://doi.org/10.1073/pnas.1418088112 
Ansari, A., 2013. Fat Storage and the Discovery of Lipid Droplets: How Understanding “Basic” 




Anton, N., Vandamme, T.F., 2011. Nano-emulsions and micro-emulsions: clarifications of the 
critical differences. Pharm. Res. 28, 978–985. https://doi.org/10.1007/s11095-010-
0309-1 
Aybeke, E.N., Belliot, G., Lemaire‐Ewing, S., Estienney, M., Lacroute, Y., Pothier, P., 
Bourillot, E., Lesniewska, E., 2017. HS-AFM and SERS Analysis of Murine Norovirus 
Infection: Involvement of the Lipid Rafts. Small 13, 1600918. 
https://doi.org/10.1002/smLl.201600918 
Bangham, A.D., Hill, M.W., Miller, N.G.A., 1974. Preparation and Use of Liposomes as 
Models of Biological Membranes, in: Methods in Membrane Biology. Springer, 
Boston, MA, pp. 1–68. https://doi.org/10.1007/978-1-4615-7422-4_1 
Barkat, Md.A., Harshita, Rizwanullah, Md., Pottoo, F.H., Beg, S., Akhter, S., Ahmad, F.J., 
2020. Therapeutic Nanoemulsion: Concept to Delivery. Curr. Pharm. Des. 26, 1145–
1166. https://doi.org/10.2174/1381612826666200317140600 
Bavdek, A., Kostanjšek, R., Antonini, V., Lakey, J.H., Dalla Serra, M., Gilbert, R.J.C., 
Anderluh, G., 2012. pH dependence of listeriolysin O aggregation and pore-forming 
ability. FEBS J. 279, 126–141. https://doi.org/10.1111/j.1742-4658.2011.08405.x 
Ben M’barek, K., Ajjaji, D., Chorlay, A., Vanni, S., Forêt, L., Thiam, A.R., 2017. ER 
Membrane Phospholipids and Surface Tension Control Cellular Lipid Droplet 
Formation. Dev. Cell 41, 591-604.e7. https://doi.org/10.1016/j.devcel.2017.05.012 
Bennett, W.F.D., MacCallum, J.L., Hinner, M.J., Marrink, S.J., Tieleman, D.P., 2009. 
Molecular View of Cholesterol Flip-Flop and Chemical Potential in Different 
Membrane Environments. J. Am. Chem. Soc. 131, 12714–12720. 
https://doi.org/10.1021/ja903529f 
 
V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
65 
 
Beseničar, M.P., Bavdek, A., Kladnik, A., Maček, P., Anderluh, G., 2008. Kinetics of 
cholesterol extraction from lipid membranes by methyl-β-cyclodextrin—A surface 
plasmon resonance approach. Biochim. Biophys. Acta BBA - Biomembr. 1778, 175–
184. https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2007.09.022 
Betaneli, V., Schwille, P., 2013. Fluorescence correlation spectroscopy to examine protein-
lipid interactions in membranes. Methods Mol. Biol. Clifton NJ 974, 253–278. 
https://doi.org/10.1007/978-1-62703-275-9_12 
Bischofberger, M., Iacovache, I., van der Goot, F.G., 2012. Pathogenic pore-forming proteins: 
function and host response. Cell Host Microbe 12, 266–275. 
https://doi.org/10.1016/j.chom.2012.08.005 
Bittman, R., Kasireddy, C.R., Mattjus, P., Slotte, J.P., 1994. Interaction of Cholesterol with 
Sphingomyelin in Monolayers and Vesicles. Biochemistry 33, 11776–11781. 
https://doi.org/10.1021/bi00205a013 
Bleicken, S., Assafa, T.E., Stegmueller, C., Wittig, A., Garcia-Saez, A.J., Bordignon, E., 2018. 
Topology of active, membrane-embedded Bax in the context of a toroidal pore. Cell 
Death Differ. 25, 1717–1731. https://doi.org/10.1038/s41418-018-0184-6 
Bligh, E.G., Dyer, W.J., 1959. A Rapid Method of Total Lipid Extraction and Purification. 
Can. J. Biochem. Physiol. 37, 911–917. https://doi.org/10.1139/o59-099 
Bonferoni, M.C., Rossi, S., Sandri, G., Ferrari, F., Gavini, E., Rassu, G., Giunchedi, P., 2019. 
Nanoemulsions for “Nose-to-Brain” Drug Delivery. Pharmaceutics 11, 84. 
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics11020084 
Brown, D.A., London, E., 1998. Functions of lipid rafts in biological membranes. Annu. Rev. 
Cell Dev. Biol. 14, 111–136. https://doi.org/10.1146/annurev.cellbio.14.1.111 
Byron, O., Nischang, I., Patel, T.R., 2018. Analytical ultracentrifugation (AUC): a seminal tool 
offering multiple solutions. Eur. Biophys. J. 47, 693–696. 
https://doi.org/10.1007/s00249-018-1333-z 
Cancino-Rodezno, A., Porta, H., Soberón, M., Bravo, A., 2009. Defense and death responses 
to pore forming toxins. Biotechnol. Genet. Eng. Rev. 26, 65–82. 
https://doi.org/10.5661/bger-26-65 
Cartailler, J.-P., Luecke, H., 2003. X-Ray Crystallographic Analysis of Lipid-Protein 
Interactions in the Bacteriorhodopsin Purple Membrane. Annu. Rev. Biophys. Biomol. 
Struct. 32, 285–310. https://doi.org/10.1146/annurev.biophys.32.110601.142516 
Chan, Y.-H.M., Boxer, S.G., 2007. Model membrane systems and their applications. Curr. 
Opin. Chem. Biol. 11, 581–587. https://doi.org/10.1016/j.cbpa.2007.09.020 
Chen, Y., Jena, K.C., Lütgebaucks, C., Okur, H.I., Roke, S., 2015. Three Dimensional Nano 
“Langmuir Trough” for Lipid Studies. Nano Lett. 15, 5558–5563. 
https://doi.org/10.1021/acs.nanolett.5b02143 
Cheng, X., Smith, J.C., 2019. Biological Membrane Organization and Cellular Signaling. 
Chem. Rev. 119, 5849–5880. https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.8b00439 
Chevalier, Y., Bolzinger, M.-A., 2019. Micelles and Nanoemulsions, in: Cornier, J., Keck, 
C.M., Van de Voorde, M. (Eds.), Nanocosmetics: From Ideas to Products. Springer 
International Publishing, Cham, pp. 47–72. https://doi.org/10.1007/978-3-030-16573-
4_4 
Chi, X., Ogunsade, O.O., Zhou, Z., Li, Z., Li, X., Zhang, M., Song, F., Wang, J., Hammad, 
M.A., Zhang, X., Zhang, S., Wan, X., Zhang, L., Zhang, C., Liu, P., 2020. Lipid Droplet 
Is an Ancient and Inheritable Organelle in Bacteria. bioRxiv 2020.05.18.103093. 
https://doi.org/10.1101/2020.05.18.103093 
Chiari-Andréo, B.G., Almeida-Cincotto, M.G.J. de, Oshiro, J.A., Taniguchi, C.Y.Y., 
Chiavacci, L.A., Isaac, V.L.B., 2019. Chapter 5 - Nanoparticles for cosmetic use and 
its application, in: Grumezescu, A.M. (Ed.), Nanoparticles in Pharmacotherapy. 
 
V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
66 
 
William Andrew Publishing, pp. 113–146. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-816504-
1.00013-2 
Choi, J.M., Kim, T.-E., Cho, J.-Y., Lee, H.J., Jung, B.H., 2014. Development of lipidomic 
platform and phosphatidylcholine retention time index for lipid profiling of rosuvastatin 
treated human plasma. J. Chromatogr. B Analyt. Technol. Biomed. Life. Sci. 944, 157–
165. https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2013.10.029 
Christian, A.E., Byun, H.-S., Zhong, N., Wanunu, M., Marti, T., Fürer, A., Diederich, F., 
Bittman, R., Rothblat, G.H., 1999. Comparison of the capacity of β-cyclodextrin 
derivatives and cyclophanes to shuttle cholesterol between cells and serum lipoproteins. 
J. Lipid Res. 40, 1475–1482. 
Cohen, S., Valm, A.M., Lippincott-Schwartz, J., 2018. Interacting organelles. Curr. Opin. Cell 
Biol., Membrane Trafficking 53, 84–91. https://doi.org/10.1016/j.ceb.2018.06.003 
Crini, G., 2014. Review: A History of Cyclodextrins. Chem. Rev. 114, 10940–10975. 
https://doi.org/10.1021/cr500081p 
Cruz, A.L.S., Barreto, E. de A., Fazolini, N.P.B., Viola, J.P.B., Bozza, P.T., 2020. Lipid 
droplets: platforms with multiple functions in cancer hallmarks. Cell Death Dis. 11, 1–
16. https://doi.org/10.1038/s41419-020-2297-3 
Czamara, K., Majzner, K., Pacia, M.Z., Kochan, K., Kaczor, A., Baranska, M., 2015. Raman 
spectroscopy of lipids: a review. J. Raman Spectrosc. 46, 4–20. 
https://doi.org/10.1002/jrs.4607 
Dang, T.X., Hotze, E.M., Rouiller, I., Tweten, R.K., Wilson-Kubalek, E.M., 2005. Prepore to 
pore transition of a cholesterol-dependent cytolysin visualized by electron microscopy. 
J. Struct. Biol. 150, 100–108. https://doi.org/10.1016/j.jsb.2005.02.003 
Das, A., Chakrabarti, A., Das, P.K., 2016. Probing protein adsorption on a nanoparticle surface 
using second harmonic light scattering. Phys. Chem. Chem. Phys. 18, 24325–24331. 
https://doi.org/10.1039/C6CP02196D 
de Beer, A.G.F., Roke, S., 2010. Obtaining molecular orientation from second harmonic and 
sum frequency           scattering experiments in water: Angular distribution and 
polarization           dependence. J. Chem. Phys. 132, 234702. 
https://doi.org/10.1063/1.3429969 
Deevska, G.M., Nikolova-Karakashian, M.N., 2017. The expanding role of sphingolipids in 
lipid droplet biogenesis. Biochim. Biophys. Acta Mol. Cell Biol. Lipids 1862, 1155–
1165. https://doi.org/10.1016/j.bbalip.2017.07.008 
Delmas, T., Atrux-Tallau, N., Goutayer, M., Han, S.H., Kim, J.W., Bibette, J., 2013. 
Nanoemulsions: Preparation, Stability and Application in Biosciences, in: Tiwari, A., 
Tiwari, Atul (Eds.), Nanomaterials in Drug Delivery, Imaging, and Tissue Engineering. 
John Wiley & Sons, Inc., pp. 1–58. https://doi.org/10.1002/9781118644591.ch1 
dos Santos, C., Buera, P., Mazzobre, F., 2017. Novel trends in cyclodextrins encapsulation. 
Applications in food science. Curr. Opin. Food Sci., Innovation in food science • 
Foodomics technologies 16, 106–113. https://doi.org/10.1016/j.cofs.2017.09.002 
Dubey, R., Stivala, C.E., Nguyen, H.Q., Goo, Y.-H., Paul, A., Carette, J.E., Trost, B.M., 
Rohatgi, R., 2020. Lipid droplets can promote drug accumulation and activation. Nat. 
Chem. Biol. 16, 206–213. https://doi.org/10.1038/s41589-019-0447-7 
Duzgunes, N., 2003. Liposomes. Elsevier. 
Edholm, O., Nagle, J.F., 2005. Areas of Molecules in Membranes Consisting of Mixtures. 
Biophys. J. 89, 1827–1832. https://doi.org/10.1529/biophysj.105.064329 
Edwards, G.B., Muthurajan, U.M., Bowerman, S., Luger, K., 2020. Analytical 
Ultracentrifugation (AUC): An Overview of the Application of Fluorescence and 
Absorbance AUC to the Study of Biological Macromolecules. Curr. Protoc. Mol. Biol. 
133, e131. https://doi.org/10.1002/cpmb.131 
 
V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
67 
 
Endapally, S., Frias, D., Grzemska, M., Gay, A., Tomchick, D.R., Radhakrishnan, A., 2019. 
Molecular Discrimination between Two Conformations of Sphingomyelin in Plasma 
Membranes. Cell 176, 1040-1053.e17. https://doi.org/10.1016/j.cell.2018.12.042 
Endapally, S., Radhakrishnan, A., 2017. OlyA – A Tool to Study Sphingomyelin-Cholesterol 
Interactions in Plasma Membranes. FASEB J. 31, 629.4-629.4. 
https://doi.org/10.1096/fasebj.31.1_supplement.629.4 
Fam, T.K., Klymchenko, A.S., Collot, M., 2018. Recent Advances in Fluorescent Probes for 
Lipid Droplets. Materials 11, 1768. https://doi.org/10.3390/ma11091768 
Fan, Y., Marioli, M., Zhang, K., 2021. Analytical characterization of liposomes and other lipid 
nanoparticles for drug delivery. J. Pharm. Biomed. Anal. 192, 113642. 
https://doi.org/10.1016/j.jpba.2020.113642 
Farese, R.V., Walther, T.C., 2016. Lipid droplets go nuclear. J. Cell Biol. 212, 7–8. 
https://doi.org/10.1083/jcb.201512056 
Farese, R.V., Walther, T.C., 2009. Lipid Droplets Finally Get a Little R-E-S-P-E-C-T. Cell 
139, 855–860. https://doi.org/10.1016/j.cell.2009.11.005 
Faroux, J.M., Ureta, M.M., Tymczyszyn, E.E., Gómez-Zavaglia, A., 2020. An overview of 
peroxidation reactions using liposomes as model systems and analytical methods as 
monitoring tools. Colloids Surf. B Biointerfaces 195, 111254. 
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2020.111254 
Fernandes, F., Coutinho, A., Prieto, M., Loura, L.M.S., 2015. Electrostatically driven lipid–
protein interaction: Answers from FRET. Biochim. Biophys. Acta BBA - Biomembr., 
Lipid-protein interactions 1848, 1837–1848. 
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2015.02.023 
Frangež, R., Šuput, D., Molgó, J., Benoit, E., 2017. Ostreolysin A/Pleurotolysin B and 
Equinatoxins: Structure, Function and Pathophysiological Effects of These Pore-
Forming Proteins. Toxins 9. https://doi.org/10.3390/toxins9040128 
Fukuda, J., Iwura, T., Yanagihara, S., Kano, K., 2014. Separation and quantification of 
monoclonal-antibody aggregates by hollow-fiber-flow field-flow fractionation. Anal. 
Bioanal. Chem. 406, 6257–6264. https://doi.org/10.1007/s00216-014-8065-4 
Gao, M., Huang, X., Song, B.-L., Yang, H., 2019. The biogenesis of lipid droplets: Lipids take 
center stage. Prog. Lipid Res. 75, 100989. 
https://doi.org/10.1016/j.plipres.2019.100989 
García-Sáez, A.J., Schwille, P., 2008. Fluorescence correlation spectroscopy for the study of 
membrane dynamics and protein/lipid interactions. Methods, New Methods in 
Membrane Protein Research 46, 116–122. https://doi.org/10.1016/j.ymeth.2008.06.011 
Gilbert, R.J.C., 2016. Protein–lipid interactions and non-lamellar lipidic structures in 
membrane pore formation and membrane fusion. Biochim. Biophys. Acta BBA - 
Biomembr., Pore-Forming Toxins: Cellular Effects and Biotech Applications 1858, 
487–499. https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2015.11.026 
Gonella, G., Dai, H.-L., 2014. Second Harmonic Light Scattering from the Surface of Colloidal 
Objects: Theory and Applications. Langmuir 30, 2588–2599. 
https://doi.org/10.1021/la403570f 
Grassi, S., Giussani, P., Mauri, L., Prioni, S., Sonnino, S., Prinetti, A., 2020. Lipid rafts and 
neurodegeneration: structural and functional roles in physiologic aging and 
neurodegenerative diseases. J. Lipid Res. 61, 636–654. 
https://doi.org/10.1194/jlr.TR119000427 
Greenberg, A.S., Coleman, R.A., Kraemer, F.B., McManaman, J.L., Obin, M.S., Puri, V., Yan, 
Q.-W., Miyoshi, H., Mashek, D.G., 2011. The role of lipid droplets in metabolic disease 
in rodents and humans. J. Clin. Invest. 121, 2102–2110. 
https://doi.org/10.1172/JCI46069 
 
V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
68 
 
Gupta, A., 2020. Chapter 21 - Nanoemulsions, in: Chung, E.J., Leon, L., Rinaldi, C. (Eds.), 
Nanoparticles for Biomedical Applications, Micro and Nano Technologies. Elsevier, 
pp. 371–384. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-816662-8.00021-7 
Gupta, A., Burak Eral, H., Alan Hatton, T., S. Doyle, P., 2016. Nanoemulsions: formation, 
properties and applications. Soft Matter 12, 2826–2841. 
https://doi.org/10.1039/C5SM02958A 
Gupta, K., Li, J., Liko, I., Gault, J., Bechara, C., Wu, D., Hopper, J.T.S., Giles, K., Benesch, 
J.L.P., Robinson, C.V., 2018. Identifying key membrane protein lipid interactions using 
mass spectrometry. Nat. Protoc. 13, 1106–1120. 
https://doi.org/10.1038/nprot.2018.014 
Gurnev, P.A., Nestorovich, E.M., 2014. Channel-Forming Bacterial Toxins in Biosensing and 
Macromolecule Delivery. Toxins 6, 2483–2540. 
https://doi.org/10.3390/toxins6082483 
Hansma, P.K., Elings, V.B., Marti, O., Bracker, C.E., 1988. Scanning tunneling microscopy 
and atomic force microscopy: application to biology and technology. Science 242, 209–
216. https://doi.org/10.1126/science.3051380 
Harayama, T., Riezman, H., 2018. Understanding the diversity of membrane lipid composition. 
Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 19, 281–296. https://doi.org/10.1038/nrm.2017.138 
Hayashi, K., Douhara, K., Kashino, G., 2014. Evaluation of the bubble point test of a 0.22-μm 
membrane filter used for the sterilizing filtration of PET radiopharmaceuticals. Ann. 
Nucl. Med. 28, 586–592. https://doi.org/10.1007/s12149-014-0830-0 
Hebert, H., 2019. Cryo-EM: a crystals to single particles round-trip. Curr. Opin. Struct. Biol., 
Cryo electron microscopy ● Biophysical and computational methods ● Biophysical and 
computational methods - Part B 58, 59–67. https://doi.org/10.1016/j.sbi.2019.05.008 
Henne, M., 2019. And three’s a party: lysosomes, lipid droplets, and the ER in lipid trafficking 
and cell homeostasis. Curr. Opin. Cell Biol., Membrane Trafficking 59, 40–49. 
https://doi.org/10.1016/j.ceb.2019.02.011 
Henne, W.M., Reese, M.L., Goodman, J.M., 2018. The assembly of lipid droplets and their 
roles in challenged cells. EMBO J. 37, e98947. 
https://doi.org/10.15252/embj.201898947 
Ho, T.M., Abik, F., Mikkonen, K.S., 2021. An overview of nanoemulsion characterization via 
atomic force microscopy. Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 1–21. 
https://doi.org/10.1080/10408398.2021.1879727 
Hong, Q., Gutierrez-Aguirre, I., Barlic, A., Malovrh, P., Kristan, K., Podlesek, Z., Macek, P., 
Turk, D., Gonzalez-Manas, J.M., Lakey, J.H., Anderluh, G., 2002. Two-step membrane 
binding by Equinatoxin II, a pore-forming toxin from the sea anemone, involves an 
exposed aromatic cluster and a flexible helix. J. Biol. Chem. 277, 41916–41924. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M204625200 
Hörmann, K., Zimmer, A., 2016. Drug delivery and drug targeting with parenteral lipid 
nanoemulsions — A review. J. Controlled Release 223, 85–98. 
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2015.12.016 
Hosseinpour, S., Roeters, S.J., Bonn, M., Peukert, W., Woutersen, S., Weidner, T., 2020. 
Structure and Dynamics of Interfacial Peptides and Proteins from Vibrational Sum-
Frequency Generation Spectroscopy. Chem. Rev. 120, 3420–3465. 
https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.9b00410 
Huang, Z., London, E., 2013. Effect of Cyclodextrin and Membrane Lipid Structure upon 
Cyclodextrin–Lipid Interaction. Langmuir 29, 14631–14638. 
https://doi.org/10.1021/la4031427 
 
V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
69 
 
Iacovache, I., Bischofberger, M., van der Goot, F.G., 2010. Structure and assembly of pore-
forming proteins. Curr. Opin. Struct. Biol., Theory and simulation / Macromolecular 
assemblages 20, 241–246. https://doi.org/10.1016/j.sbi.2010.01.013 
Iacovache, I., De Carlo, S., Cirauqui, N., Dal Peraro, M., van der Goot, F.G., Zuber, B., 2016. 
Cryo-EM structure of aerolysin variants reveals a novel protein fold and the pore-
formation process. Nat. Commun. 7, 12062. https://doi.org/10.1038/ncomms12062 
Iavicoli, P., Urbán, P., Bella, A., Ryadnov, M.G., Rossi, F., Calzolai, L., 2015. Application of 
Asymmetric Flow Field-Flow Fractionation hyphenations for liposome–antimicrobial 
peptide interaction. J. Chromatogr. A 1422, 260–269. 
https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.10.029 
Infield, D.T., Cui, G., Kuang, C., McCarty, N.A., 2016. Positioning of extracellular loop 1 
affects pore gating of the cystic fibrosis transmembrane conductance regulator. Am. J. 
Physiol. - Lung Cell. Mol. Physiol. 310, L403–L414. 
https://doi.org/10.1152/ajplung.00259.2015 
Ioele, G., Luca, M.D., Garofalo, A., Ragno, G., 2017. Photosensitive drugs: a review on their 
photoprotection by liposomes and cyclodextrins. Drug Deliv. 24, 33–44. 
https://doi.org/10.1080/10717544.2017.1386733 
Ivankov, O.I., Ermakova, E.V., Murugova, T.N., Badreeva, D.R., Dushanov, E., Kondela, T., 
Kholmurodov, K., Kuklin, A.I., Kučerka, N., 2020. Chapter Five - Interactions in the 
model membranes mimicking preclinical conformational diseases, in: Iglič, A., 
Rappolt, M., García-SÁez, A.J. (Eds.), Advances in Biomembranes and Lipid Self-
Assembly, Advances in Biomembranes and Lipid Self-Assembly. Academic Press, pp. 
185–214. https://doi.org/10.1016/bs.abl.2020.02.002 
Jablin, M.S., Flasiński, M., Dubey, M., Ratnaweera, D.R., Broniatowski, M., Dynarowicz-
Łatka, P., Majewski, J., 2010. Effects of beta-cyclodextrin on the structure of 
sphingomyelin/cholesterol model membranes. Biophys. J. 99, 1475–1481. 
https://doi.org/10.1016/j.bpj.2010.06.028 
Jasmina, H., Džana, O., Alisa, E., Edina, V., Ognjenka, R., 2017. PREPARATION OF 
NANOEMULSIONS BY HIGH-ENERGY AND LOWENERGYEMULSIFICATION 
METHODS, in: Badnjevic, A. (Ed.), CMBEBIH 2017, IFMBE Proceedings. Springer, 
Singapore, pp. 317–322. https://doi.org/10.1007/978-981-10-4166-2_48 
Johnson, B.B., Breña, M., Anguita, J., Heuck, A.P., 2017. Mechanistic Insights into the 
Cholesterol-dependent Binding of Perfringolysin O-based Probes and Cell Membranes. 
Sci. Rep. 7, 13793. https://doi.org/10.1038/s41598-017-14002-x 
Johnson, B.B., Heuck, A.P., 2014. Perfringolysin O Structure and Mechanism of Pore 
Formation as a Paradigm for Cholesterol-Dependent Cytolysins. Subcell. Biochem. 80, 
63–81. https://doi.org/10.1007/978-94-017-8881-6_5 
Johnson, K.A., Endapally, S., Vazquez, D.C., Infante, R.E., Radhakrishnan, A., 2019. 
Ostreolysin A and anthrolysin O use different mechanisms to control movement of 
cholesterol from the plasma membrane to the endoplasmic reticulum. J. Biol. Chem. 
294, 17289–17300. https://doi.org/10.1074/jbc.RA119.010393 
Kenworthy, A.K., 2015. Lipid Domains. Curr. Top. Membr. 75, xiii–xvii. 
https://doi.org/10.1016/S1063-5823(15)00033-2 
Khor, V.K., Ahrends, R., Lin, Y., Shen, W.-J., Adams, C.M., Roseman, A.N., Cortez, Y., 
Teruel, M.N., Azhar, S., Kraemer, F.B., 2014. The Proteome of Cholesteryl-Ester-
Enriched Versus Triacylglycerol-Enriched Lipid Droplets. PLOS ONE 9, e105047. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0105047 
Kirsch, S.A., Böckmann, R.A., 2016. Membrane pore formation in atomistic and coarse-
grained simulations. Biochim. Biophys. Acta BBA - Biomembr., Biosimulations of 
 
V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
70 
 
lipid membranes coupled to experiments 1858, 2266–2277. 
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2015.12.031 
Klymchenko, A.S., Kreder, R., 2014. Fluorescent Probes for Lipid Rafts: From Model 
Membranes to Living Cells. Chem. Biol. 21, 97–113. 
https://doi.org/10.1016/j.chembiol.2013.11.009 
Kory, N., Farese, R.V., Walther, T.C., 2016. Targeting Fat: Mechanisms of Protein 
Localization to Lipid Droplets. Trends Cell Biol. 26, 535–546. 
https://doi.org/10.1016/j.tcb.2016.02.007 
Krahmer, N., Farese, R.V., Walther, T.C., 2013. Balancing the fat: lipid droplets and human 
disease: Lipid droplets in disease. EMBO Mol. Med. 5, 973–983. 
https://doi.org/10.1002/emmm.201100671 
Kremer, J.R., Mastronarde, D.N., McIntosh, J.R., 1996. Computer Visualization of Three-
Dimensional Image Data Using IMOD. J. Struct. Biol. 116, 71–76. 
https://doi.org/10.1006/jsbi.1996.0013 
Krieg, M., Fläschner, G., Alsteens, D., Gaub, B.M., Roos, W.H., Wuite, G.J.L., Gaub, H.E., 
Gerber, C., Dufrêne, Y.F., Müller, D.J., 2019. Atomic force microscopy-based 
mechanobiology. Nat. Rev. Phys. 1, 41–57. https://doi.org/10.1038/s42254-018-0001-
7 
Kritchevsky, D., Tepper, S.H.A., 1964. Solubility of Cholesterol in Various Fats and Oils. Proc. 
Soc. Exp. Biol. Med. 116, 104–107. https://doi.org/10.3181/00379727-116-29172 
Kulik, S., Pullanchery, S., Roke, S., 2020. Vibrational Sum Frequency Scattering in Absorptive 
Media: A Theoretical Case Study of Nano-objects in Water. J. Phys. Chem. C 124, 
23078–23085. https://doi.org/10.1021/acs.jpcc.0c05196 
Kulma, M., Kacprzyk-Stokowiec, A., Traczyk, G., Kwiatkowska, K., Dadlez, M., 2019. Fine-
tuning of the stability of β-strands by Y181 in perfringolysin O directs the prepore to 
pore transition. Biochim. Biophys. Acta BBA - Biomembr. 1861, 110–122. 
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2018.08.008 
Kumar, M., Bishnoi, R.S., Shukla, A.K., Jain, C.P., 2019. Techniques for Formulation of 
Nanoemulsion Drug Delivery System: A Review. Prev. Nutr. Food Sci. 24, 225–234. 
https://doi.org/10.3746/pnf.2019.24.3.225 
Langmuir, I., 1917. THE CONSTITUTION AND FUNDAMENTAL PROPERTIES OF 
SOLIDS AND LIQUIDS. II. LIQUIDS.1. J. Am. Chem. Soc. 39, 1848–1906. 
https://doi.org/10.1021/ja02254a006 
Lay, S., Ni, X., Yu, H., Shen, S., 2016. State-of-the-art applications of cyclodextrins as 
functional monomers in molecular imprinting techniques: a review. J. Sep. Sci. 39, 
2321–2331. https://doi.org/10.1002/jssc.201600003 
Lee, S.-C., Lee, K.-E., Kim, J.-J., Lim, S.-H., 2005. The effect of cholesterol in the liposome 
bilayer on the stabilization of incorporated Retinol. J. Liposome Res. 15, 157–166. 
https://doi.org/10.1080/08982100500364131 
Leeman, M., Choi, J., Hansson, S., Storm, M.U., Nilsson, L., 2018. Proteins and antibodies in 
serum, plasma, and whole blood-size characterization using asymmetrical flow field-
flow fractionation (AF4). Anal. Bioanal. Chem. 410, 4867–4873. 
https://doi.org/10.1007/s00216-018-1127-2 
Levental, I., Levental, K.R., Heberle, F.A., 2020. Lipid Rafts: Controversies Resolved, 
Mysteries Remain. Trends Cell Biol. 30, 341–353. 
https://doi.org/10.1016/j.tcb.2020.01.009 
Li, M., Du, C., Guo, N., Teng, Y., Meng, X., Sun, H., Li, S., Yu, P., Galons, H., 2019. 




V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
71 
 
Lim, E.-B., Haam, S., Lee, S.-W., 2021. Sphingomyelin-based liposomes with different 
cholesterol contents and polydopamine coating as a controlled delivery system. 
Colloids Surf. Physicochem. Eng. Asp. 618, 126447. 
https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2021.126447 
Lin, Q., Wang, T., Li, H., London, E., 2015. Decreasing Transmembrane Segment Length 
Greatly Decreases Perfringolysin O Pore Size. J. Membr. Biol. 248, 517–527. 
https://doi.org/10.1007/s00232-015-9798-5 
Liu, P., Wang, Y., Zhou, X., 2015. Reconstitution of Adiposome and Artificial Lipid Droplets. 
FASEB J. 29, LB171. 
Liu, X., Lieberman, J., 2020. Knocking ’em Dead: Pore-Forming Proteins in Immune Defense. 
Annu. Rev. Immunol. 38, 455–485. https://doi.org/10.1146/annurev-immunol-111319-
023800 
López, C.A., Vries, A.H. de, Marrink, S.J., 2013. Computational microscopy of cyclodextrin 
mediated cholesterol extraction from lipid model membranes. Sci. Rep. 3, 2071. 
https://doi.org/10.1038/srep02071 
Los, F.C.O., Randis, T.M., Aroian, R.V., Ratner, A.J., 2013. Role of Pore-Forming Toxins in 
Bacterial Infectious Diseases. Microbiol. Mol. Biol. Rev. MMBR 77, 173–207. 
https://doi.org/10.1128/MMBR.00052-12 
Lukoyanova, N., Kondos, S.C., Farabella, I., Law, R.H.P., Reboul, C.F., Caradoc-Davies, T.T., 
Spicer, B.A., Kleifeld, O., Traore, D.A.K., Ekkel, S.M., Voskoboinik, I., Trapani, J.A., 
Hatfaludi, T., Oliver, K., Hotze, E.M., Tweten, R.K., Whisstock, J.C., Topf, M., Saibil, 
H.R., Dunstone, M.A., 2015. Conformational Changes during Pore Formation by the 
Perforin-Related Protein Pleurotolysin. PLOS Biol 13, e1002049. 
https://doi.org/10.1371/journal.pbio.1002049 
Lundquist, P.K., Shivaiah, K.-K., Espinoza-Corral, R., 2020. Lipid droplets throughout the 
evolutionary tree. Prog. Lipid Res. 78, 101029. 
https://doi.org/10.1016/j.plipres.2020.101029 
Ma, G., Allen, H.C., 2006. DPPC Langmuir Monolayer at the Air−Water Interface:  Probing 
the Tail and Head Groups by Vibrational Sum Frequency Generation Spectroscopy. 
Langmuir 22, 5341–5349. https://doi.org/10.1021/la0535227 
Mahammad, S., Parmryd, I., 2015. Cholesterol Depletion Using Methyl-β-cyclodextrin, in: 
Owen, D.M. (Ed.), Methods in Membrane Lipids, Methods in Molecular Biology. 
Springer, New York, NY, pp. 91–102. https://doi.org/10.1007/978-1-4939-1752-5_8 
Majd, S., Yusko, E.C., Billeh, Y.N., Macrae, M.X., Yang, J., Mayer, M., 2010. Applications 
of biological pores in nanomedicine, sensing, and nanoelectronics. Curr. Opin. 
Biotechnol. 21, 439–476. https://doi.org/10.1016/j.copbio.2010.05.002 
Marassi, V., Beretti, F., Roda, B., Alessandrini, A., Facci, P., Maraldi, T., Zattoni, A., 
Reschiglian, P., Portolani, M., 2019. A new approach for the separation, 
characterization and testing of potential prionoid protein aggregates through hollow-
fiber flow field-flow fractionation and multi-angle light scattering. Anal. Chim. Acta 
1087, 121–130. https://doi.org/10.1016/j.aca.2019.08.003 
Marioli, M., Kok, W.Th., 2019. Recovery, overloading, and protein interactions in 
asymmetrical flow field-flow fractionation. Anal. Bioanal. Chem. 411, 2327–2338. 
https://doi.org/10.1007/s00216-019-01673-w 
Marsh, D., 2010. Electron spin resonance in membrane research: protein–lipid interactions 
from challenging beginnings to state of the art. Eur. Biophys. J. 39, 513–525. 
https://doi.org/10.1007/s00249-009-0512-3 
Matencio, A., Navarro-Orcajada, S., García-Carmona, F., López-Nicolás, J.M., 2020. 
Applications of cyclodextrins in food science. A review. Trends Food Sci. Technol. 
104, 132–143. https://doi.org/10.1016/j.tifs.2020.08.009 
 
V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
72 
 
Matsuo, K., Gekko, K., 2019. Circular-Dichroism and Synchrotron-Radiation Circular-
Dichroism Spectroscopy as Tools to Monitor Protein Structure in a Lipid Environment, 
in: Kleinschmidt, J.H. (Ed.), Lipid-Protein Interactions: Methods and Protocols, 
Methods in Molecular Biology. Springer, New York, NY, pp. 253–279. 
https://doi.org/10.1007/978-1-4939-9512-7_12 
McIntosh, A.L., Storey, S.M., Atshaves, B.P., 2010. Intracellular Lipid Droplets Contain 
Dynamic Pools of Sphingomyelin: ADRP Binds Phospholipids with High Affinity. 
Lipids 45, 465–477. https://doi.org/10.1007/s11745-010-3424-1 
McMahon, H.T., Boucrot, E., 2015. Membrane curvature at a glance. J. Cell Sci. 128, 1065–
1070. https://doi.org/10.1242/jcs.114454 
Mehn, D., Iavicoli, P., Cabaleiro, N., Borgos, S.E., Caputo, F., Geiss, O., Calzolai, L., Rossi, 
F., Gilliland, D., 2017. Analytical ultracentrifugation for analysis of doxorubicin loaded 
liposomes. Int. J. Pharm. 523, 320–326. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2017.03.046 
Mercantili, L., Davis, F., Higson, S.P.J., 2014. Ultrasonic Initiation of the Alkaline Hydrolysis 
of Triglycerides (Saponification) Without Phase Catalysis. J. Surfactants Deterg. 17, 
133–141. https://doi.org/10.1007/s11743-013-1450-8 
Mirheydari, M., Mann, E.K., Kooijman, E.E., 2018. Interaction of a model apolipoprotein, 
apoLp-III, with an oil-phospholipid interface. Biochim. Biophys. Acta Biomembr. 
1860, 396–406. https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2017.10.008 
Morante, K., Bellomio, A., Gil-Cartón, D., Redondo-Morata, L., Sot, J., Scheuring, S., Valle, 
M., González-Mañas, J.M., Tsumoto, K., Caaveiro, J.M.M., 2016. Identification of a 
Membrane-bound Prepore Species Clarifies the Lytic Mechanism of Actinoporins ♦. J. 
Biol. Chem. 291, 19210–19219. https://doi.org/10.1074/jbc.M116.734053 
Morton, C.J., Sani, M.-A., Parker, M.W., Separovic, F., 2019. Cholesterol-Dependent 
Cytolysins: Membrane and Protein Structural Requirements for Pore Formation. Chem. 
Rev. 119, 7721–7736. https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.9b00090 
Mueller, V., Honigmann, A., Ringemann, C., Medda, R., Schwarzmann, G., Eggeling, C., 
2013. Chapter One - FCS in STED Microscopy: Studying the Nanoscale of Lipid 
Membrane Dynamics, in: Tetin, S.Y. (Ed.), Methods in Enzymology, Fluorescence 
Fluctuation Spectroscopy (FFS), Part B. Academic Press, pp. 1–38. 
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-405539-1.00001-4 
Mulvihill, E., van Pee, K., Mari, S.A., Müller, D.J., Yildiz, Ö., 2015. Directly Observing the 
Lipid-Dependent Self-Assembly and Pore-Forming Mechanism of the Cytolytic Toxin 
Listeriolysin O. Nano Lett. 15, 6965–6973. 
https://doi.org/10.1021/acs.nanolett.5b02963 
Nahmad-Rohen, A., Regan, D., Masia, F., McPhee, C., Pope, I., Langbein, W., Borri, P., 2020. 
Quantitative Label-Free Imaging of Lipid Domains in Single Bilayers by Hyperspectral 
Coherent Raman Scattering. Anal. Chem. 92, 14657–14666. 
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.0c03179 
Nakabayashi, K., Amemiya, F., Fuchigami, T., Machida, K., Takeda, S., Tamamitsu, K., 
Atobe, M., 2011. Highly clear and transparent nanoemulsion preparation under 
surfactant-free conditions using tandem acoustic emulsification. Chem. Commun. 47, 
5765–5767. https://doi.org/10.1039/C1CC10558B 
Nicolini, C., Kraineva, J., Khurana, M., Periasamy, N., Funari, S.S., Winter, R., 2006. 
Temperature and pressure effects on structural and conformational properties of 
POPC/SM/cholesterol model raft mixtures—a FT-IR, SAXS, DSC, PPC and Laurdan 
fluorescence spectroscopy study. Biochim. Biophys. Acta BBA - Biomembr. 1758, 
248–258. https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2006.01.019 
Nobre, T.M., Pavinatto, F.J., Caseli, L., Barros-Timmons, A., Dynarowicz-Łątka, P., Oliveira, 
O.N., 2015. Interactions of bioactive molecules & nanomaterials with Langmuir 
 
V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
73 
 
monolayers as cell membrane models. Thin Solid Films 593, 158–188. 
https://doi.org/10.1016/j.tsf.2015.09.047 
Novak, M., Krpan, T., Panevska, A., Shewell, L.K., Day, C.J., Jennings, M.P., Guella, G., 
Sepčić, K., 2020. Binding specificity of ostreolysin A6 towards Sf9 insect cell lipids. 
Biochim. Biophys. Acta BBA - Biomembr. 1862, 183307. 
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2020.183307 
Okur, H.I., Chen, Y., Smolentsev, N., Zdrali, E., Roke, S., 2017. Interfacial Structure and 
Hydration of 3D Lipid Monolayers in Aqueous Solution. J. Phys. Chem. B 121, 2808–
2813. https://doi.org/10.1021/acs.jpcb.7b00609 
Okur, H.I., Tarun, O.B., Roke, S., 2019. Chemistry of Lipid Membranes from Models to Living 
Systems: A Perspective of Hydration, Surface Potential, Curvature, Confinement and 
Heterogeneity. J. Am. Chem. Soc. 141, 12168–12181. 
https://doi.org/10.1021/jacs.9b02820 
Oleszko, A., Olszty&#x144, ska-Janus, S., Walski, T., Grzeszczuk-Ku&#x107, Karolina, 
Bujok, J., Ga&#x142, Ecka, K., Czerski, A., Witkiewicz, W., Komorowska, M., 
gorzata, Oleszko, A., Olszty&#x144, ska-Janus, S., Walski, T., Grzeszczuk-
Ku&#x107, Karolina, Bujok, J., Ga&#x142, Ecka, K., Czerski, A., Witkiewicz, W., 
Komorowska, M., gorzata, 2015. Application of FTIR-ATR Spectroscopy to Determine 
the Extent of Lipid Peroxidation in Plasma during Haemodialysis, Application of FTIR-
ATR Spectroscopy to Determine the Extent of Lipid Peroxidation in Plasma during 
Haemodialysis. BioMed Res. Int. BioMed Res. Int. 2015, 2015, e245607. 
https://doi.org/10.1155/2015/245607, 10.1155/2015/245607 
Oliveira, D., Borges, A., Simões, M., 2018. Staphylococcus aureus Toxins and Their Molecular 
Activity in Infectious Diseases. Toxins 10, 252. 
https://doi.org/10.3390/toxins10060252 
Olzmann, J.A., Carvalho, P., 2019. Dynamics and functions of lipid droplets. Nat. Rev. Mol. 
Cell Biol. 20, 137–155. https://doi.org/10.1038/s41580-018-0085-z 
Onal, G., Kutlu, O., Gozuacik, D., Dokmeci Emre, S., 2017. Lipid Droplets in Health and 
Disease. Lipids Health Dis. 16, 128. https://doi.org/10.1186/s12944-017-0521-7 
Opella, S.J., Marassi, F.M., 2017. Applications of NMR to membrane proteins. Arch. Biochem. 
Biophys., Nuclear Magnetic Resonance 628, 92–101. 
https://doi.org/10.1016/j.abb.2017.05.011 
Ota, K., Leonardi, A., Mikelj, M., Skočaj, M., Wohlschlager, T., Künzler, M., Aebi, M., Narat, 
M., Križaj, I., Anderluh, G., Sepčić, K., Maček, P., 2013. Membrane cholesterol and 
sphingomyelin, and ostreolysin A are obligatory for pore-formation by a 
MACPF/CDC-like pore-forming protein, pleurotolysin B. Biochimie 95, 1855–1864. 
https://doi.org/10.1016/j.biochi.2013.06.012 
Ouweneel, A.B., Thomas, M.J., Sorci-Thomas, M.G., 2020. The ins and outs of lipid rafts: 
functions in intracellular cholesterol homeostasis, microparticles, and cell membranes. 
J. Lipid Res. 61, 676–686. https://doi.org/10.1194/jlr.TR119000383 
Páli, T., Kóta, Z., 2013. Studying lipid-protein interactions with electron paramagnetic 
resonance spectroscopy of spin-labeled lipids. Methods Mol. Biol. Clifton NJ 974, 297–
328. https://doi.org/10.1007/978-1-62703-275-9_14 
Panchal, R.G., Smart, M.L., Bowser, D.N., Williams, D.A., Petrou, S., 2002. Pore-forming 
proteins and their application in biotechnology. Curr. Pharm. Biotechnol. 3, 99–115. 
Panevska, A., Hodnik, V., Skočaj, M., Novak, M., Modic, Š., Pavlic, I., Podržaj, S., Zarić, M., 
Resnik, N., Maček, P., Veranič, P., Razinger, J., Sepčić, K., 2019. Pore-forming protein 
complexes from Pleurotus mushrooms kill western corn rootworm and Colorado potato 
beetle through targeting membrane ceramide phosphoethanolamine. Sci. Rep. 9, 1–14. 
https://doi.org/10.1038/s41598-019-41450-4 
 
V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
74 
 
Parot, J., Caputo, F., Mehn, D., Hackley, V.A., Calzolai, L., 2020. Physical characterization of 
liposomal drug formulations using multi-detector asymmetrical-flow field flow 
fractionation. J. Controlled Release 320, 495–510. 
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2020.01.049 
Patrick, J.W., Boone, C.D., Liu, W., Conover, G.M., Liu, Y., Cong, X., Laganowsky, A., 2018. 
Allostery revealed within lipid binding events to membrane proteins. Proc. Natl. Acad. 
Sci. 115, 2976–2981. https://doi.org/10.1073/pnas.1719813115 
Patton, J.S., Stone, B., Papa, C., Abramowitz, R., Yalkowsky, S.H., 1984. Solubility of fatty 
acids and other hydrophobic molecules in liquid trioleoylglycerol. J. Lipid Res. 25, 
189–197. 
Peraro, M.D., van der Goot, F.G., 2015. Pore-forming toxins: ancient, but never really out of 
fashion. Nat. Rev. Microbiol. 14, 77–92. https://doi.org/10.1038/nrmicro.2015.3 
Pinheiro, M., Magalhães, J., Reis, S., 2019. Antibiotic interactions using liposomes as model 
lipid membranes. Chem. Phys. Lipids 222, 36–46. 
https://doi.org/10.1016/j.chemphyslip.2019.05.002 
Pinot, M., Vanni, S., Ambroggio, E., Guet, D., Goud, B., Manneville, J.-B., 2018. Feedback 
between membrane tension, lipid shape and curvature in the formation of packing 
defects. bioRxiv 389627. https://doi.org/10.1101/389627 
Plaza-GA, I., Manzaneda-González, V., Kisovec, M., Almendro-Vedia, V., Muñoz-Úbeda, M., 
Anderluh, G., Guerrero-Martínez, A., Natale, P., López Montero, I., 2019. pH-triggered 
endosomal escape of pore-forming Listeriolysin O toxin-coated gold nanoparticles. J. 
Nanobiotechnology 17, 108. https://doi.org/10.1186/s12951-019-0543-6 
Prieto, L., He, Y., Lazaridis, T., 2014. Protein Arcs May Form Stable Pores in Lipid 
Membranes. Biophys. J. 106, 154–161. https://doi.org/10.1016/j.bpj.2013.11.4490 
Pu, J., Ha, C.W., Zhang, S., Jung, J.P., Huh, W.-K., Liu, P., 2011. Interactomic study on 
interaction between lipid droplets and mitochondria. Protein Cell 2, 487–496. 
https://doi.org/10.1007/s13238-011-1061-y 
Ramstedt, B., Slotte, J.P., 2006. Sphingolipids and the formation of sterol-enriched ordered 
membrane domains. Biochim. Biophys. Acta BBA - Biomembr., Sphingolipids, 
Apoptosis and Disease 1758, 1945–1956. 
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2006.05.020 
Rebolj, K., Bakrač, B., Garvas, M., Ota, K., Šentjurc, M., Potrich, C., Coraiola, M., Tomazzolli, 
R., Serra, M.D., Maček, P., Sepčić, K., 2010. EPR and FTIR studies reveal the 
importance of highly ordered sterol-enriched membrane domains for ostreolysin 
activity. Biochim. Biophys. Acta BBA - Biomembr. 1798, 891–902. 
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2010.01.016 
Reith, J.F., Ditmarsch, W.C. van, Ruiter, T. de, 1974. An improved procedure for application 
of the Fujiwara reaction in the determination of organic halides. Analyst 99, 652–656. 
https://doi.org/10.1039/AN9749900652 
Rezelj, S., Kozorog, M., Švigelj, T., Ulrih, N.P., Žnidaršič, N., Podobnik, M., Anderluh, G., 
2018. Cholesterol Enriched Archaeosomes as a Molecular System for Studying 
Interactions of Cholesterol-Dependent Cytolysins with Membranes. J. Membr. Biol. 
251, 491–505. https://doi.org/10.1007/s00232-018-0018-y 
Rojko, N., Anderluh, G., 2015. How Lipid Membranes Affect Pore Forming Toxin Activity. 
Acc. Chem. Res. 48, 3073–3079. https://doi.org/10.1021/acs.accounts.5b00403 
Rojko, N., Dalla Serra, M., Maček, P., Anderluh, G., 2016. Pore formation by actinoporins, 
cytolysins from sea anemones. Biochim. Biophys. Acta BBA - Biomembr., Pore-
Forming Toxins: Cellular Effects and Biotech Applications 1858, 446–456. 
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2015.09.007 
 
V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
75 
 
Rojko, N., Kristan, K.Č., Viero, G., Žerovnik, E., Maček, P., Dalla Serra, M., Anderluh, G., 
2013. Membrane damage by an α-helical pore-forming protein, Equinatoxin II, 
proceeds through a succession of ordered steps. J. Biol. Chem. 288, 23704–23715. 
https://doi.org/10.1074/jbc.M113.481572 
Rosetti, C.M., Mangiarotti, A., Wilke, N., 2017. Sizes of lipid domains: What do we know 
from artificial lipid membranes? What are the possible shared features with membrane 
rafts in cells? Biochim. Biophys. Acta BBA - Biomembr. 1859, 789–802. 
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2017.01.030 
Rosso, A., Lollo, G., Chevalier, Y., Troung, N., Bordes, C., Bourgeois, S., Maniti, O., Granjon, 
T., Dugas, P.-Y., Urbaniak, S., Briançon, S., 2020. Development and structural 
characterization of a novel nanoemulsion for oral drug delivery. Colloids Surf. 
Physicochem. Eng. Asp. 593, 124614. https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2020.124614 
Ruan, Y., Rezelj, S., Zavec, A.B., Anderluh, G., Scheuring, S., 2016. Listeriolysin O 
Membrane Damaging Activity Involves Arc Formation and Lineaction -- Implication 
for Listeria monocytogenes Escape from Phagocytic Vacuole. PLOS Pathog 12, 
e1005597. https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1005597 
Saito, H., Nishiwaki, K., Handa, T., Ito, S., Miyajima, K., 1995. Comparative Study of 
Fluorescence Anisotropy in Surface Monolayers of Emulsions and Bilayers of Vesicles. 
Langmuir 11, 3742–3747. https://doi.org/10.1021/la00010a026 
Šakanovič, A., Hodnik, V., Anderluh, G., 2019. Surface Plasmon Resonance for Measuring 
Interactions of Proteins with Lipids and Lipid Membranes, in: Kleinschmidt, J.H. (Ed.), 
Lipid-Protein Interactions: Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology. 
Springer, New York, NY, pp. 53–70. https://doi.org/10.1007/978-1-4939-9512-7_3 
Sánchez-López, E., Guerra, M., Dias-Ferreira, J., Lopez-Machado, A., Ettcheto, M., Cano, A., 
Espina, M., Camins, A., Garcia, M.L., Souto, E.B., 2019. Current Applications of 
Nanoemulsions in Cancer Therapeutics. Nanomater. Basel Switz. 9. 
https://doi.org/10.3390/nano9060821 
Savinov, S.N., Heuck, A.P., 2017. Interaction of Cholesterol with Perfringolysin O: What Have 
We Learned from Functional Analysis? Toxins 9. 
https://doi.org/10.3390/toxins9120381 
Schärtl, W., 2010. Light Scattering from Polymer Solutions and Nanoparticle Dispersions | 
Wolfgang Schärtl | Springer. Springer-Verlag Berlin and Heidelberg GmbH & Co. KG, 
Berlin, Germany. 
Schlumberger, S., Kristan, K.Č., Ota, K., Frangež, R., Molgό, J., Sepčić, K., Benoit, E., Maček, 
P., 2014. Permeability characteristics of cell-membrane pores induced by ostreolysin 
A/pleurotolysin B, binary pore-forming proteins from the oyster mushroom. FEBS Lett. 
588, 35–40. https://doi.org/10.1016/j.febslet.2013.10.038 
Schulze, R.J., McNiven, M.A., 2019. Lipid Droplet Formation and Lipophagy in Fatty Liver 
Disease. Semin. Liver Dis. 39, 283–290. https://doi.org/10.1055/s-0039-1685524 
Sekiya, Y., Sakashita, S., Shimizu, K., Usui, K., Kawano, R., 2018. Channel current analysis 
estimates the pore-formation and the penetration of transmembrane peptides. Analyst 
143, 3540–3543. https://doi.org/10.1039/C8AN00243F 
Sezgin, E., Levental, I., Mayor, S., Eggeling, C., 2017. The mystery of membrane organization: 
composition, regulation and roles of lipid rafts. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 18, 361–374. 
https://doi.org/10.1038/nrm.2017.16 
Shepard, L.A., Shatursky, O., Johnson, A.E., Tweten, R.K., 2000. The Mechanism of Pore 
Assembly for a Cholesterol-Dependent Cytolysin:  Formation of a Large Prepore 
Complex Precedes the Insertion of the Transmembrane β-Hairpins. Biochemistry 39, 
10284–10293. https://doi.org/10.1021/bi000436r 
 
V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
76 
 
Sheth, T., Seshadri, S., Prileszky, T., Helgeson, M.E., 2020. Multiple nanoemulsions. Nat. Rev. 
Mater. 5, 214–228. https://doi.org/10.1038/s41578-019-0161-9 
Shirota, K., Yagi, K., Inaba, T., Li, P.-C., Murata, M., Sugita, Y., Kobayashi, T., 2016. 
Detection of Sphingomyelin Clusters by Raman Spectroscopy. Biophys. J. 111, 999–
1007. https://doi.org/10.1016/j.bpj.2016.07.035 
Siontorou, C.G., Nikoleli, G.-P., Nikolelis, D.P., Karapetis, S.K., 2017. Artificial Lipid 
Membranes: Past, Present, and Future. Membranes 7. 
https://doi.org/10.3390/membranes7030038 
Sitar, S., Vezočnik, V., Maček, P., Kogej, K., Pahovnik, D., Žagar, E., 2017. Pitfalls in Size 
Characterization of Soft Particles by Dynamic Light Scattering Online Coupled to 
Asymmetrical Flow Field-Flow Fractionation. Anal. Chem. 89, 11744–11752. 
https://doi.org/10.1021/acs.analchem.7b03251 
Skočaj, M., Resnik, N., Grundner, M., Ota, K., Rojko, N., Hodnik, V., Anderluh, G., Sobota, 
A., Maček, P., Veranič, P., Sepčić, K., 2014. Tracking cholesterol/sphingomyelin-rich 
membrane domains with the ostreolysin A-mCherry protein. PloS One 9, e92783. 
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0092783 
Slotte, J.P., 2016. The importance of hydrogen bonding in sphingomyelin’s membrane 
interactions with co-lipids. Biochim. Biophys. Acta 1858, 304–310. 
https://doi.org/10.1016/j.bbamem.2015.12.008 
Slotte, J.P., 1999. Sphingomyelin–cholesterol interactions in biological and model membranes. 
Chem. Phys. Lipids 102, 13–27. https://doi.org/10.1016/S0009-3084(99)00071-7 
Slotte, J.P., Ramstedt, B., 2007. The functional role of sphingomyelin in cell membranes. Eur. 
J. Lipid Sci. Technol. 109, 977–981. https://doi.org/10.1002/ejlt.200700024 
Smolentsev, N., Smit, W.J., Bakker, H.J., Roke, S., 2017. The interfacial structure of water 
droplets in a hydrophobic liquid. Nat. Commun. 8, ncomms15548. 
https://doi.org/10.1038/ncomms15548 
Song, L., Sun, Z.-Y.J., Kim, M., Kaur, P., Hayati, Z., ELBahnasawy, M.A., Wagner, G., 
Reinherz, E.L., 2017. Protein-Lipid Interaction at the HIV Membrane Interface Defined 
by EPR Spectroscopy. Biophys. J. 112, 229a–230a. 
https://doi.org/10.1016/j.bpj.2016.11.1262 
Stulz, A., Breitsamer, M., Winter, G., Heerklotz, H., 2020. Primary and Secondary Binding of 
Exenatide to Liposomes. Biophys. J. 118, 600–611. 
https://doi.org/10.1016/j.bpj.2019.12.028 
Surguchov, A., Surgucheva, I., Sharma, M., Sharma, R., Singh, V., 2017. Pore-Forming 
Proteins as Mediators of Novel Epigenetic Mechanism of Epilepsy. Front. Neurol. 8. 
https://doi.org/10.3389/fneur.2017.00003 
Sutradhar, K.B., Amin, M.L., 2013. Nanoemulsions: increasing possibilities in drug delivery. 
Eur. J. Nanomedicine 5, 97–110. https://doi.org/10.1515/ejnm-2013-0001 
Sviridov, D., Miller, Y.I., Ballout, R.A., Remaley, A.T., Bukrinsky, M., 2020a. Targeting Lipid 
Rafts—A Potential Therapy for COVID-19. Front. Immunol. 11. 
https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.574508 
Sviridov, D., Mukhamedova, N., Miller, Y.I., 2020b. Lipid rafts as a therapeutic target. J. Lipid 
Res. 61, 687–695. https://doi.org/10.1194/jlr.TR120000658 
Szente, L., Szejtli, J., Szemán, J., Kató, L., 1993. Fatty acid-cyclodextrin complexes: Properties 
and applications. J. Incl. Phenom. Mol. Recognit. Chem. 16, 339–354. 
https://doi.org/10.1007/BF00708714 
Tanaka, K., Caaveiro, J.M.M., Morante, K., González-Mañas, J.M., Tsumoto, K., 2015. 
Structural basis for self-assembly of a cytolytic pore lined by protein and lipid. Nat. 
Commun. 6, 6337. https://doi.org/10.1038/ncomms7337 
 
V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
77 
 
Tauchi-Sato, K., Ozeki, S., Houjou, T., Taguchi, R., Fujimoto, T., 2002. The Surface of Lipid 
Droplets Is a Phospholipid Monolayer with a Unique Fatty Acid Composition. J. Biol. 
Chem. 277, 44507–44512. https://doi.org/10.1074/jbc.M207712200 
Thallmair, S., Ingólfsson, H.I., Marrink, S.J., 2018. Cholesterol Flip-Flop Impacts Domain 
Registration in Plasma Membrane Models. J. Phys. Chem. Lett. 9, 5527–5533. 
https://doi.org/10.1021/acs.jpclett.8b01877 
Thiam, A.R., 2018. Regulation of Lipid Droplet Formation by Membrane Tension. Biophys. J. 
114, 562a–563a. https://doi.org/10.1016/j.bpj.2017.11.3076 
Thiam, A.R., Beller, M., 2017. The why, when and how of lipid droplet diversity. J Cell Sci 
jcs.192021. https://doi.org/10.1242/jcs.192021 
Thiam, A.R., Dugail, I., 2019. Lipid droplet–membrane contact sites – from protein binding to 
function. J. Cell Sci. 132. https://doi.org/10.1242/jcs.230169 
Thiam, A.R., Farese, R.V., Walther, T.C., 2013. The Biophysics and Cell Biology of Lipid 
Droplets. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 14, 775–786. https://doi.org/10.1038/nrm3699 
Tilley, S.J., Orlova, E.V., Gilbert, R.J.C., Andrew, P.W., Saibil, H.R., 2005. Structural Basis 
of Pore Formation by the Bacterial Toxin Pneumolysin. Cell 121, 247–256. 
https://doi.org/10.1016/j.cell.2005.02.033 
Tirinato, L., Liberale, C., Di Franco, S., Candeloro, P., Benfante, A., La Rocca, R., Potze, L., 
Marotta, R., Ruffilli, R., Rajamanickam, V.P., Malerba, M., De Angelis, F., Falqui, A., 
Carbone, E., Todaro, M., Medema, J.P., Stassi, G., Di Fabrizio, E., 2015. Lipid 
Droplets: A New Player in Colorectal Cancer Stem Cells Unveiled by Spectroscopic 
Imaging. STEM CELLS 33, 35–44. https://doi.org/10.1002/stem.1837 
Vadia, S., Arnett, E., Haghighat, A.-C., Wilson-Kubalek, E.M., Tweten, R.K., Seveau, S., 
2011. The Pore-Forming Toxin Listeriolysin O Mediates a Novel Entry Pathway of L. 
monocytogenes into Human Hepatocytes. PLoS Pathog 7, e1002356. 
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1002356 
van Meer, G., Voelker, D.R., Feigenson, G.W., 2008. Membrane lipids: where they are and 
how they behave. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 9, 112–124. 
https://doi.org/10.1038/nrm2330 
van Pee, K., Neuhaus, A., D’Imprima, E., Mills, D.J., Kühlbrandt, W., Yildiz, Ö., n.d. Cryo-
EM structures of membrane pore and prepore complex reveal cytolytic mechanism of 
Pneumolysin. eLife 6. https://doi.org/10.7554/eLife.23644 
Vanni, S., 2017. Intracellular Lipid Droplets: From Structure to Function. Lipid Insights 10, 
1178635317745518. https://doi.org/10.1177/1178635317745518 
Vezočnik, V., Hodnik, V., Anderluh, G., 2017. Surface Plasmon Resonance Analysis of Food 
Toxins and Toxicants, in: Wong, Y., Lewis, R.J. (Eds.), Analysis of Food Toxins and 
Toxicants. John Wiley & Sons, Ltd, pp. 195–216. 
https://doi.org/10.1002/9781118992685.ch7 
Vezočnik, V., Hodnik, V., Sitar, S., Okur, H.I., Tušek-Žnidarič, M., Lütgebaucks, C., Sepčić, 
K., Kogej, K., Roke, S., Žagar, E., Maček, P., 2018. Kinetically Stable Triglyceride-
Based Nanodroplets and Their Interactions with Lipid-Specific Proteins. Langmuir 34, 
8983–8993. https://doi.org/10.1021/acs.langmuir.8b02180 
Vezočnik, V., Rebolj, K., Sitar, S., Ota, K., Tušek-Žnidarič, M., Štrus, J., Sepčić, K., Pahovnik, 
D., Maček, P., Žagar, E., 2015. Size fractionation and size characterization of 
nanoemulsions of lipid droplets and large unilamellar lipid vesicles by asymmetric-flow 
field-flow fractionation/multi-angle light scattering and dynamic light scattering. J. 
Chromatogr. A 1418, 185–191. https://doi.org/10.1016/j.chroma.2015.09.048 
Vögele, M., Bhaskara, R.M., Mulvihill, E., Pee, K. van, Yildiz, Ö., Kühlbrandt, W., Müller, 
D.J., Hummer, G., 2020. Reply to Desikan et al.: Micelle formation among various 
 
V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
78 
 
mechanisms of toxin pore formation. Proc. Natl. Acad. Sci. 117, 5109–5110. 
https://doi.org/10.1073/pnas.1922488117 
Wade, K.R., Hotze, E.M., Kuiper, M.J., Morton, C.J., Parker, M.W., Tweten, R.K., 2015. An 
intermolecular electrostatic interaction controls the prepore-to-pore transition in a 
cholesterol-dependent cytolysin. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 112, 2204–2209. 
https://doi.org/10.1073/pnas.1423754112 
Wallner, J., Lhota, G., Schosserer, M., Vorauer-Uhl, K., 2017. An approach for liposome 
immobilization using sterically stabilized micelles (SSMs) as a precursor for bio-layer 
interferometry-based interaction studies. Colloids Surf. B Biointerfaces 154, 186–194. 
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2017.03.015 
Walther, T.C., Farese, R.V., 2012. Lipid Droplets And Cellular Lipid Metabolism. Annu. Rev. 
Biochem. 81, 687–714. https://doi.org/10.1146/annurev-biochem-061009-102430 
Wang, N., Chen, M., Wang, T., 2019. Liposomes used as a vaccine adjuvant-delivery system: 
From basics to clinical immunization. J. Controlled Release 303, 130–150. 
https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2019.04.025 
Wang, Y., Zhou, X.-M., Ma, X., Du, Y., Zheng, L., Liu, P., 2016. Construction of 
Nanodroplet/Adiposome and Artificial Lipid Droplets. ACS Nano 10, 3312–3322. 
https://doi.org/10.1021/acsnano.5b06852 
Wei, Y., Wang, Y., Zhang, H., Zhou, W., Ma, G., 2016. A novel strategy for the preparation 
of porous microspheres and its application in peptide drug loading. J. Colloid Interface 
Sci. 478, 46–53. https://doi.org/10.1016/j.jcis.2016.05.045 
Weidlich, D., Honecker, J., Gmach, O., Wu, M., Burgkart, R., Ruschke, S., Franz, D., Menze, 
B.H., Skurk, T., Hauner, H., Kulozik, U., Karampinos, D.C., 2019. Measuring large 
lipid droplet sizes by probing restricted lipid diffusion effects with diffusion-weighted 
MRS at 3T. Magn. Reson. Med. 81, 3427–3439. https://doi.org/10.1002/mrm.27651 
Wilhelm, M.J., Dai, H.-L., 2020. Molecule-Membrane Interactions in Biological Cells Studied 
with Second Harmonic Light Scattering. Chem. – Asian J. 15, 200–213. 
https://doi.org/10.1002/asia.201901406 
Wilke, N., 2014. Chapter Two - Lipid Monolayers at the Air–Water Interface: A Tool for 
Understanding Electrostatic Interactions and Rheology in Biomembranes, in: Iglič, A., 
Kulkarni, C.V. (Eds.), Advances in Planar Lipid Bilayers and Liposomes. Academic 
Press, pp. 51–81. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-418698-9.00002-2 
Woo, S.Y., Lee, H., 2017. Effect of lipid shape on toroidal pore formation and peptide 
orientation in lipid bilayers. Phys. Chem. Chem. Phys. 19, 21340–21349. 
https://doi.org/10.1039/C7CP02708G 
Ye, J., Hu, X., Luo, S., McClements, D.J., Liang, L., Liu, C., 2018. Effect of endogenous 
proteins and lipids on starch digestibility in rice flour. Food Res. Int. 106, 404–409. 
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2018.01.008 
Yethiraj, A., Weisshaar, J.C., 2007. Why Are Lipid Rafts Not Observed In Vivo? Biophys. J. 
93, 3113–3119. https://doi.org/10.1529/biophysj.106.101931 
Yip, K.M., Fischer, N., Paknia, E., Chari, A., Stark, H., 2020. Atomic-resolution protein 
structure determination by cryo-EM. Nature 587, 157–161. 
https://doi.org/10.1038/s41586-020-2833-4 
Yong, Y.-C., Wang, Y.-Z., Zhong, J.-J., 2018. Nano-spectroscopic imaging of proteins with 
near-field scanning optical microscopy (NSOM). Curr. Opin. Biotechnol., Analytical 
Biotechnology 54, 106–113. https://doi.org/10.1016/j.copbio.2018.01.022 
Yoshiike, Y., Kayed, R., Milton, S.C., Takashima, A., Glabe, C.G., 2007. Pore-forming 
proteins share structural and functional homology with amyloid oligomers. 
Neuromolecular Med. 9, 270–275. https://doi.org/10.1007/s12017-007-0003-6 
 
V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
79 
 
Zeno, W.F., Ogunyankin, M.O., Longo, M.L., 2018. Chapter Seven - Curvature Sorting and 
Crowding-Induced Mixing in Experimental Model Membranes, in: Iglič, A., Rappolt, 
M., García-Sáez, A.J. (Eds.), Advances in Biomembranes and Lipid Self-Assembly. 
Academic Press, pp. 223–250. https://doi.org/10.1016/bs.abl.2017.12.007 
Zhang, X., Li, Y., Shen, S., Lee, S., Dou, H., 2018. Field-flow fractionation: A gentle 
separation and characterization technique in biomedicine. TrAC Trends Anal. Chem. 
108, 231–238. https://doi.org/10.1016/j.trac.2018.09.005 
Zhao, H., Lappalainen, P., 2012. A simple guide to biochemical approaches for analyzing 
protein–lipid interactions. Mol. Biol. Cell 23, 2823–2830. 
https://doi.org/10.1091/mbc.E11-07-0645 
Zidovetzki, R., Levitan, I., 2007. Use of cyclodextrins to manipulate plasma membrane 
cholesterol content: Evidence, misconceptions and control strategies. Biochim. 




V. Vezočnik. Umetne lipidne kapljice s sfingomielinom in holesterolom in njihove interakcije z beljakovinskimi tvorci por,  Doktorska disertacija, Ljubljana, 2021 
80 
 
DODATEK A – Karakterizacija lipidnih kapljic 
 
A1. Določanje vsebnosti kloroforma v lipidnih vzorcih z Fujiwarovo reakcijo  
 
Preglednica A1. Določanje vsebnosti kloroforma v lipidnih vzorcih z Fujiwarovo reakcijo.  
Vzorec w (CHCl3) (%) A368 Obarvanje 
1 100  2,7680 Temno rjavo 
2 0,0001 1,3618 Rdeče 
3 0,00001 0,6620 Roza 
4 0,0000001 0,0457 Svetlo rdeče 
5 0  -0,0271 Bledo rumeno 
Piridin 0 -0,0319 Bledo rumeno 
LK 1/1 1 ppb < -0,0368 Bledo rumeno 




Slika A1.1. Test določanja vsebnosti kloroforma s Fujiwarovo reakcijo. 
Test določanja vsebnosti kloroforma s Fujiwarovo reakcijo (A) ter rezultat testa lipidnih kapljic (LK 1/1) in velikih 
unilamelarnih veziklov (LUV 1/1) (B). 
 
A2. Študija stabilnosti lipidih kapljic v različnih puferskih raztopinah.  
 
Slika A2.1. Študija stabilnosti lipidnih kapljic (LK).  
Študija stabilnosti LK 1/1 in LK 4/1 v različnih puferskih raztopinah v obdobju 1 meseca. 

























 20 mM TRIS.HCl, 1 mM EDTA, pH = 7.4
 20 mM TRIS.HCl, 140 mM NaCl, pH = 7.4
 20 mM TRIS.HCl, 70 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH = 7.4
 20 mM TRIS.HCl, 280 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH = 7.4
 20 mM TRIS.HCl, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH = 7.0
 20 mM TRIS.HCl, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH = 7.8







 20 mM TRIS.HCl, 1 mM EDTA, pH = 7.4
 20 mM TRIS.HCl, 140 mM NaCl, pH = 7.4
 20 mM TRIS.HCl, 70 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH = 7.4
 20 mM TRIS.HCl, 280 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH = 7.4
 20 mM TRIS.HCl, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH = 7.0
 20 mM TRIS.HCl, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH = 7.8
 20 mM TRIS.HCl, 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH = 8.2
t (dan)
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A3. Določevanje vsebnosti oleinske kisline s tekočinsko kromatografijo ultra visoke 
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A4. Vpliv temperature, dušika in oleinske kisline na vrednosti -potenciala    
 
 
Slika A4.1. Študija vpliva temperature, dušika (N2) in oleinske kisline na vrednosti -potenciala lipidnih 
kapljic (LK). 
Študija vpliva temperature (6, 25 in 37 °C) ter prepihovanja vzorcev z dušikom na proces spontane hidrolize v 
obdobju 8 dni za LK 1/1 z meritvami -potenciala. Proces spontane hidrolize smo poustvarili tudi s titracijo LK 
1/1 z oleinsko kislino (rdeča).   


















 6 C    + N2
 25 C  + N2
 37 C  + N2
m (oleinska kislina) (g)
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DODATEK B – Primerjava lipidnih kapljic in velikih unilamelarnih veziklov 
 








Slika B1.1. Študija vpliva laminarnega pretoka na PS standarde. 
Vrednosti hidrodinamskega radija (Rh) in radija sukanja (Rg) v odvisnoti od laminarnega pretoka za PS standarde 
velikosti 30 nm (črna), 50 nm (rdeča), 100 nm (modra) in 250 nm (roza).  
 
 
Slika B1.2. Študija vpliva laminarnega pretoka na lipidne kapljice (LK) in velike unilamelarne vezikle 
(LUV). Vpliv laminarnega pretoka  na vrednosti radija sukanja (Rg) za LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1, LUV 4/1 ter 
velike LUV 1/1 in velike LUV 4/1. Vrednosti laminarnega pretoka: 1mL/min (modra), 0,5 mL/min (rdeča) in 0,2 
mL/min (črna). 
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B2. Mikroskopija na atomsko silo 
 
 
Slika B2.1. Shema eksperimenta mikroskopije na atomsko silo (AFM). 
Podroben prikaz določitve premika tipala (z), premika tipala brez prebadanja (z') in sile (F) (A) ter grafični 
prikaz AFM meritve (B). V točki 1 se konica tipala dotika površine lipidne kapljice. Potem se začne deformacija 
kapljice (2), pri kateri v točki 3 konica predre membrano LK. V točki 4 tipalo preide skozi LK in doseže površino 




Slika B2.2. Kalibracijski grafi lipidnih kapljic (LK) in velikih unilamelarnih veziklov (LUV) pri 
mikroskopiji na atomsko silo (AFM). 
Kalibracijski graf, ki prikazuje vertikalni odmik tipala v odvisnosti premika skenerja za LK 1/1, LK 4/1, LUV 1/1 
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B3. Elektronska paramagnetna resonanca 
 
 
Slika B3.1. Struktura spinskega označevalca 5-doksil perifozin (P5). 
 
 
Slika B3.2. Študija stabilnosti lipidnih kapljic (LK) z uporabo elektronske paramagnetne resonance (EPR). 















 LK 1/1 (dan 1)
 LK 1/1 (dan 28)
 LK 4/1 (dan 1)
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Preglednica B3.1. Tabelarične vrednosti EPR simulacij temperaturne odvisnosti deleža domen, ureditvenega 





S(1) Pa(1) dS dPa 
280  0,799 0,825 1,02 -0,029 -0,006 
 0,162 0,668 1,05 -0,036 0,013 
 0,039 0,383 1,19 -0,02 0,011 
      
285  0,620 0,847 1,040 -0,020 -0,009 
 0,380 0,797 1,020 0,000 0,002 
      
290  0,988 0,821 1,030 -0,013 -0,004 
 0,012 0,030 1,020 -0,002 0,009 
      
295  0,968 0,782 1,030 -0,037 0,014 
 0,022 0,421 1,190 -0,026 0,013 
 0,010 0,032 1,020 -0,003 0,031 
      
300  0,955 0,778 1,020 -0,015 0,004 
 0,035 0,381 1,190 -0,009 0,008 
 0,010 0,014 1,030 -0,001 0,008 
      
305  0,949 0,746 1,020 -0,011 0,005 
 0,051 0,337 1,200 -0,007 0,005 
      
310  0,968 0,710 1,010 -0,051 0,014 
 0,032 0,009 1,040 0,000 0,021 
      
315  0,949 0,691 1,000 -0,020 0,007 
 0,025 0,284 1,190 -0,010 -0,008 
 0,014 0,234 0,853 -0,022 0,032 
 0,012 0,011 1,030 0,000 0,010 
      
320  0,967 0,657 0,997 -0,057 0,007 
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Preglednica B3.2. Tabelarične vrednosti EPR simulacij temperaturne odvisnosti deleža domen, ureditvenega 





S(1) Pa(1) dS dPa 
280  0.659 0.825 1.02 -0.029 -0.006 
 0.319 0.67 1.05 -0.037 0.014 
 0.012 0.389 1.19 -0.023 0.019 
      
285  0.981 0.779 1.01 -0.013 0.005 
 0.019 0.373 1.18 -0.01 0.011 
      
290  0.915 0.762 1.02 -0.018 0.005 
 0.049 0.612 1.03 -0.019 0.014 
 0.031 0.336 1.18 -0.015 -0.012 
      
295 0.892 0.739 1 -0.016 0.004 
 0.090 0.583 1.03 -0.017 0.008 
 0.016 0.269 1.16 -0.01 -0.013 
      
300 0.867 0.719 0.998 -0.025 0.007 
 0.109 0.58 1.02 -0.018 0.013 
 0.014 0.273 1.15 -0.011 -0.02 
      
305 0.222 0.744 0.991 -0.016 0.004 
 0.716 0.585 0.996 -0.02 -0.005 
 0.051 0.012 1.03 0 0.011 
      
310 0.793 0.678 0.994 -0.031 0.007 
 0.181 0.536 1 -0.018 0.006 
 0.019 0.019 1.02 -0.001 0.015 
      
315 0.561 0.691 0.977 -0.028 0.009 
 0.389 0.522 1 -0.01 0.004 
 0.046 0.008 1.03 0 0.008 
      
320 0.068 0.737 0.963 -0.015 0.008 
 0.853 0.506 0.989 -0.01 0.005 
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Preglednica B3.3. Tabelarične vrednosti EPR simulacij temperaturne odvisnosti deleža domen, ureditvenega 





S(1) Pa(1) dS dPa 
280  0,912 0,982 0,993 -0,066 0,009 
 0,073 0,009 1,03 0 0,004 
      
285 0,924 0,942 1 -0,051 0,009 
 0,066 0,008 1,04 0 0,004 
      
290 0,91 0,916 0,998 -0,057 0,011 
 0,015 0,855 1,02 -0,011 -0,01 
 0,064 0,001 1,04 0 0,002 
      
295 0,024 0,996 0,952 -0,017 -0,007 
 0,906 0,852 1,01 -0,02 0,006 
 0,061 0,001 1,04 0 0,001 
      
300 0,014 0,817 0,998 0 0 
 0,907 0,803 1,01 -0,01 0,004 
 0,069 0,001 1,04 0 0,001 
      
305 0,892 0,778 1 -0,018 0,006 
 0,048 0,642 1,05 -0,049 -0,042 
 0,049 0 1,04 0 0,001 
      
310 0,869 0,736 0,996 -0,015 0,005 
 0,08 0,528 1,04 -0,032 0,014 
 0,011 0,262 1,18 -0,041 0,02 
 0,036 0 1,04 0 -0,002 
      
315 0,104 0,751 0,985 -0,049 0,009 
 0,824 0,662 0,999 -0,054 0,011 
 0,024 0,238 1,19 -0,022 0,015 
 0,015 0,033 0,808 -0,003 0,009 
 0,028 0 1,04 0 0,002 
      
320 0,948 0,616 0,998 -0,045 0,008 
 0,025 0,225 1,18 -0,014 0,013 
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Preglednica B3.4. Tabelarične vrednosti EPR simulacij temperaturne odvisnosti deleža domen, ureditvenega 





S(1) Pa(1) dS dPa 
280  0,446 0,878 1,04 -0,018 -0,006 
 0,553 0,804 1,04 -0,008 0,008 
      
285 0,983 0,841 1,04 -0,018 -0,008 
      
290 0,759 0,83 1,04 -0,019 -0,011 
 0,225 0,783 1,01 -0,014 0,009 
 0,013 0,411 1,2 -0,022 -0,005 
      
295 0,963 0,799 1,03 -0,007 -0,007 
 0,037 0,394 1,2 -0,011 -0,001 
      
300 0,067 0,775 0,974 -0,015 0,004 
 0,898 0,772 1,03 -0,016 0,01 
 0,031 0,351 1,2 -0,011 -0,002 
      
305 0,966 0,736 1,02 -0,007 0,006 
 0,031 0,327 1,2 -0,007 0,002 
      
310 0,949 0,717 1,02 -0,01 0,007 
 0,045 0,31 1,2 -0,01 0,004 
      
315 0,145 0,777 0,989 -0,024 0,007 
 0,788 0,663 1,01 -0,026 0,006 
 0,054 0,288 1,18 -0,015 0,019 
      
320 0,972 0,646 1,01 -0,013 0,008 
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Slika B4.1. Shema eksperimenta površinske plazmonske resonance (SPR) za lipidne kapljice (LK) in velike 
unilamelarne vezikle (LUV). 
Shema SPR eksperimenta za LK 1/1 (A) in LUV 1/1 (B) ter primerjava nanosa med vzorcema  LK (C) ter LUV 
(D) na L1 čip. SPR študija vezave se začne z nanosom lipidnega vzorca LK ali LUV (1), po katerem se injicira 
BSA (2), da se zapolni prosta vezavna mesta ter tako prepreči nespecifično vezavo perfringolizina O (PFO) (3). 
Lipidne vzorce iz površine L1 čipa odstranimo s spiranjem površine z natrijevim dodecilsulfatom (SDS) (4) in 
oktil glukopiranozidom (OG) (5, 6). Po vezavi LK je potrebno površino L1 čipa sprati še z etanolom (EtOH), da 
se odstrani morebitne ostanke trigliceridov. 
 
  
















1  0,7 mg/mL LK 1/1
2  0,1 mg/mL BSA
3  500 nM PFO
4  0,5 % SDS
5  40 mM OG
6  40 mM OG
























1  0,7 mg/mL LUV 1/1
2  0,1 mg/mL BSA
3  500 nM PFO
4  0,5 % SDS
5  40 mM OG
6  40 mM OG
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B5. Študija strukturnih lastnosti z uporabo metil-−ciklodekstrina 
 
 
Slika B5.1. Senzorgrama vezave perfringolozina O (PFO) po spiranju površine lipidnih kapljic (LK) s 
pufersko raztopino. 






Slika B5.2. Senzorgrami vezave metil--ciklodekstrina na površino L1 čipa. 
Sprememba refrakcijskega indeksa pri spiranju površine L1 čipa z različnimi koncentracijami MCD med 


































 1 mM MCD
 2 mM MCD
 4 mM MCD
 





Slika B5.3. Preučevanje kinetike ekstrakcije holesterola iz LUV 1/1 in LK 1/1 z uporabo površinske 
plazmonske resonance (SPR). 
Ekstrakcija holesterola z 1 mM (zelena), 2 mM (rdeča) in 4 mM (modra) MCD v času 600 sekund za LK 1/1 






Preglednica B5.1. Informativni izračuni za ekstrakcijo holesterola iz LK 1/1 in LUV 4/1 z 1, 2 in 4 mM MCD. 
Vzorec 
A1 (RU) 
x ± s.d., n = 3 
t1 (s) 
x ± s.d., n = 3 
A2 (RU) 
x ± s.d., n = 3 
t1 (s) 
x ± s.d., n = 3 
R2 
LK 1/1      
1 mM MCD 425.4 ± 1.3 26.3 ± 0.16 324.4 ± 0.8 332.6 ± 3.9 0.999 
2 mM MCD 556.7 ± 2.9 15.1 ± 0.2 435.0 ± 1.3 230.2 ± 2.4 0.999 
4 mM MCD 754.5 ± 6.0 10.7 ± 0.2 459.8 ± 2.5 185.2 ± 2.6 0.996 
      
LUV 1/1      
1 mM MCD 350.5 ± 1.6 18.1 ± 0.2 317.3 ± 0.8 296.0 ± 3.2 0.999 
2 mM MCD 466.7 ± 3.0 11.8 ± 0.1 426.3 ± 1.1 250.0 ± 2.5 0.998 








Slika B5.4. Slike transmisijske elektronske mikroskopije (TEM) lipidnih kapljic (LK) po inkubaciji z metil-
-ciklodekstrinom (MCD). 





Slika B5.5. Slike transmisijske elektronske mikroskopije (TEM) velikih unilamelarnih veziklov (LUV) po 
inkubaciji z metil--ciklodekstrinom (MCD). 











Slika B5.6. Fraktogrami ločbe lipidnih kapljic (LK) in velikih unilamelarnih veziklov (LUV) po inkubaciji 
z metil--ciklodekstrinom (MCD) in vključitvenim metil--ciklodekstrin-holesterol kompleksom (MCD-
Chol kompleks) z uporabo pretočnega sistema z asimetričnim prečnim pretokom (AF4). 
AF4 fraktogrami ločbe LK SM (A) in LUV SM (B) po 12 urni inkubaciji z (MCD) v molskem razmerju MCD/  
SM = 30/1 ter po tri dnevni inkubaciji z MCD-Chol kompleksom v molskem razmerju MCD-Chol 
kompleks/SM = 10/1. Razmerje med MCD oziroma MCD-Chol kompleksom in SM je bilo preračunano glede 
na LK 1/1 in LUV 1/1. 
 
 
Preglednica B5.2. Vrednosti -potencialov za LK SM in LUV SM ob dodatku MCD ter izmerjene vrednosti 
takoj po pripravi vzorcev (t0) ter po 12 urni inkubaciji (t1) na sobni temperaturi. 
Vzorec 
-potencial (mV)  
x ± -dev., n=3 
čas  MCD/SM (mol/mol)* 
t0  t1  1/1 5/1 10/1 30/1 
LK SM -15 ± 7 -19 ± 7 -19 ± 8 -18 ± 7 -15 ± 7 -11 ± 6 
LUV SM -7 ± 5 -7 ± 4 -6 ± 4 -8 ± 5 -7 ± 6 -7 ± 5 
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DODATEK C - Študij interakcij izbranih tvorcev por z lipidnimi kapljicami in 
velikimi unilamelarnimi vezikli 
 






















Listeriolizin O Perfringolizin O Ekvinatoksin II 
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Slika C2.1. Shema prenosa Langmuirjevega monosloja za vizualizacijo s transmisijsko elektronsko 
mikroskopijo (TEM). 
Langmuirjev monosloj iz sfingomielina (SM) in holesterola (Chol) je na ogljikovo ploščico pritrjen z nepolarnimi 
repi, kar omogoča TEM vizualizacijo vezave perfringolizina O (PFO) na SM/Chol lipidni monosloj na mejni 
površini voda/zrak. SM (črna) in Chol (oranžna) sta orientirana tako, da je njuna polarna glava obrnjena proti 
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